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{detecgéo e quantificacdo de acidos nucléicos estao entre ah
técnicas mais importantes nos estudos de ciéncias da vida

4

Até ha cerca de 10 anos a quantificacao da expressao génica
era majoritariamente analisada atraves de metodologias de
hibridacao

AU /
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Northern Blotting (1981 a 2013) Microarray (1992 a 2013)

,\ojbo" (LQQ'\ (LQQ'\
« Tecnologia mais utilizada por * Hibridacao em miniatura
muito tempo * N&o utiliza radioativo
« Intensidade da banda de * Analises de genes em larga escala
hibridacao relacionada a
guantidade
* Barata

 Analise em baixa escala
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PROBLEMAS

Northern Blotting

Como fazer guando se tem pouco material? Northern Usa 10ug de RNA
*Protocolo sujo (usa radioativo)

*Protocolo muito elaborado e extenso

Microarray

*Protocolo caro

*Analise dificil dos dados

*Precisa de validacao dos resultados através de uma outra técnica

SOLUCAO
Consequir usar PCR para quantificacao

* Mais sensivel
_+» Mais rapida

2012 Life Science Rese:
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PCR CONVENCIONAL:

[ - Consiste em amplificar cépias de DNA ‘in vitro” }

OBJETIVO: Multiplicar sequencia especifica do DNA a
concentracfes que possa ser detectado

[ RESULTADO: Valores Qualitativos }

2012 Life Science Research BIORAD
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Polymerase chain reaction - PCR

original DMNA /'ﬂ
to be replicated » ’ 5 3 - \-
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€) Denaturation at 94-96°C
0 Annealing at ~68°C
'B Elongation at ca. 72 °C
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Numero de Quantidade de

Ciclos DNA
0 1
1 2
2 4
3 8
10000000000 4 16
1000000000 _;-l“—*
< 100000000 —* 5 32
o 10000000 S 6 64
b 1000000 ot
(o]
= 100000 g ! 128
5 10000 _gn 8 256
o =l
= 1000 .i' 9 512
< 100 —
1 a2 l ' ; ' . 11 2048
0 5 10 15 20 25 30 35 12 4096
PCR CYCLE NUMBER
13 8192
14 16384
27 134217728
28 268435456
29 536870912
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-PCR Qualitativa: Presenca ou Auséncia do produto amplificado;
-Baixa Precisao;

-Baixa Sensibilidade;

LRI
IR |

-Pds-Processamento do Produto da PCR;

-Contaminacao (brometo);
-Demanda de tempo;

-Custos

BIORAD
2012 Life Science Research BIORAD
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Limitacdes da PCR comum:

*Sistema de deteccao nao quantitativo e de sensibilidade mais reduzida (Brometo
de etideo)

«Contaminacéo do ambiente de trabalho (uso do brometo para poder analisar o
resultado)

*Necessidade de pos-processamento do produto da PCR

¥

PCR TEMPO REAL

4 )

Habilidade de monitorar em tempo real o progresso de uma
reacao de PCR através do uso de moleculas fluorescentes

\ J
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A técnica de PCR em tempo real foi descrita por Higuchi e colaboradores em 1992

SIMULTANEOUS AMPLIFICATION AND DETECTION OF
SPECIFIC DNA SEQUENCES

Russell Higuchi*, Gavin Dollinger’, P. Sean Walsh and Robert Griffith

Roche Molecular Systems, Inc., 1400 53rd St., Emeryville, CA 94608. 'Chiron Corporation, 1400 53rd St., Emeryville, CA
94608. *Corresponding author.
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A partir de 1996 comecou a ser utilizada para a quantificacdo de acidos
nucléicos

Evolucado do uso datécnica

» 1999 > Apenas 8% dos artigos utilizavam essa técnica para quantificar

.. As técnicas mais utilizadas para quantificacao
de RNA era RT-PCR e Northern blott

« 2007/08 —— 88% dos artigos publicados utilizam essa técnica

Vantagens da PCR em Tempo Real:
» Alta sensibilidade

» Boa reprodutibilidade
« Evita contaminacéao por nao precisar de pos processamento

2012 Life Science Research BIORAD
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PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

Existe uma relacao quantitativa entre a quantidade inicial da amostra e a

guantidade de produto de PCR apds um determinado namero de ciclos

@

)

P=T(1+E)"

P= produto final
T= amostra inicial
E=eficiéncia do primer
n= ndmero de ciclos

2012 Life Science Research
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Tipos de sistemas de deteccéo de fluorescéncia:

Brometo de Etidio
1. Ligantes de DNA | Sybr green
SYTO9
| EVA Green

Tagman
2. Sondas de Hidrdlise sequéncia especifica | FRET

2012 Life Science Research BIORAD
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1. Ligantes de DNA

O mais usado € o0 SYBR

*Se liga ao sulco menor
da dupla fita

 Permite curva de
dissociacao

® e <% 0 %
°
1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

2012 Life Science Research BIO'RAD
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1. Ligantes de DNA

Curva de Dissociacao

T melting do produto determinada por:

- Tamanho do fragmento 2 |
« Composicao (contetido de A/T e ‘.
C/G) "

Temperature (deg C)

2012 Life Science Research BIO'RAD
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2. Sondas de Hidrolise sequéncia especificas
O sistema mais usado € Tagman

Fluorophaore Quencher
Forward PCR. primer TagMan

) Probe

5
kS

-F

' Reverse PCR. primer

Amplification Assay
TagMan probe ‘

olymerization « Baseado na atividade 5’ —
¢ " Q o |
ém‘b. : T e — 3" exonuclease da Taq

' Probe displacement
Fluorescence and deavage
R d
‘T ------- '1—
Result
Fluorescence
R ‘
T L™ - - ?

PCR Products Cleavage Products
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Comparacao Sybr X Tagman

SYBR Tagman
Inespecifico Especificidade Especifico
Mais barato Custo Mais caro
Nao permite Multiplex Permite

Sim, apenas com

: Distincao alélica Sim
tamanhos diferentes

2012 Life Science Research BIORAD
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Qual o resultado de uma PCR em tempo real???
Amplification @

ol ................. ................. R ]
E T T - B .
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s 81 ¢ background onde a reacéo é R
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Cycles ] Log Scale
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Qual o resultado de uma PCR em tempo real???

Amplification E

A0 Fr ....................... ....................... ............. -

Ciclo de quantificacéo (ponto no tempo)
onde a reacdo cruza o limiar de
deteccao (Threshold)

T e T R R R R PR
I : I I
o 10 20 30 40
Cycles Log Scale
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TIT0

1. 000 000 10.000 1.000

10x mais dI|UId0
Amplification
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Aplicacoes da qPCR
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* AgPCR pode ser utilizada em diversas aplicacdes dependendo do
tipo de molécula utilizada

DNA RNA/cDNA PROTEINA

-

:,;V -
few 20 oy
o 2 NT RS

/1. Deteccao/ quantificacdo de\ 1. Expresséao Génica (técnica gold) [1.Therma| shift J
patégenos

2. Deteccdao de virus de RNA
2. Deteccdo de mutacbes (SNP,
CNV)

3. Alteragbes da cromatina

(metilacao)
= /

3. Pequenos RNAs

2012 Life Science Research BIORAD
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As aplicacoes também podem ser classificadas quanto a
guantitativas ou qualitativas

Quantitativas

1.Quantificacéo relativa (estudos de expressao génica)
2.Quantificacdo absoluta (carga viral/n® copias)
*Qualitativas

1.Genotipagem (SNPs)

2.Deteccao (diagnostico: +/-)

3.Thermal shift
2012 Life Science Research
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*Quantitativas

1. Quantificacao relativa

Avaliar mudancas entre dois grupos experimentais distintos

Resultado em ordem de grandeza (quanto eu tenho de difrenca
de quantidade de um target em quantidades equivalentes
entre células cancerosas vs. Normais)

Normalizacdo com genes de referéncia

2. Quantificacao absoluta

/Avaliar mudancas entre dois grupos experimentais distintos

Resultado € uma quantidade (n° de copias, ug de acido nucleico)

2012 Life Science Researk p ad rao
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Resultado atraves da interpolacéo o resultado obtido com uma curva
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Um pesquisador quer saber se a expressao do gene p53 é
diferente entre cleluas normais e celulas cancerosas de
ovario. Se sim, quanto é essa diferenca?
N J

2012 Life Science Research

Porque fazer essa
pergunta??

%

4 )

# tipos celulares
@ genoma igual @—\
Transcriptoma diferente
\ J
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Quando precisamos medir a expressao de um determinado RNAmM, como
garantir que uma possivel diferenca de Ct seja devido a diferenca de expresséao
e nao uma diferenca de quantidade inicial de molde colocada???

Utilizacao de gene de

referéncia
/\.a gene gue se expresse homogeneamente
entre as diferentes amostras e que nao
tenha sua expressao alterada pelas
condicOes experimentais do estudo

(@ Exemplos: )

18S, 28S
GPDH
B- actina
MHC |
EFl-a
Q

2012 Life Science Research BIORAD
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Como selecionar esse genes?

Através de dados da literatura:

OPEN G ACCESS Freely available online @ PLOS | one

Validation of Reference Genes for Gene Expression

Studies in Virus-Infected Nicotiana benthamiana Using
Quantitative Real-Time PCR

Deshui Liu®, Lindan Shi®, Chenggui Han, Jialin Yu, Dawei Li, Yongliang Zhang*

State Key Laboratory of Agro-Biotechnology, College of Biological Sciences, China Agricultural University, Beijing, China

Rho et al. BMC Cancer 2010, 10:240
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/10/240

BMC
Cancer
RESEARCH ARTICLE Open Access

|dentification of valid reference genes for gene
expression studies of human stomach cancer by
reverse transcription-qPCR

Hyun-Wook Rho, Byoung-Chan Lee, Eun-Seok Choi, I-Ju Choi, Yeon-5u Lee and Sung-Ho Goh*

2012 Life Science Research BIORAD
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Como selecionar esse genes?

Através de painéis comerciais de genes de referéncias:

( » EXperimentos comerciais validados onde é possivel
testar diversos genes de referencia na sua amostra

BIO-RAD Reference Genes H96
Predesigned 96-well panel for use with SYBR® Green

GeneCode|Reference Genes HOEReference Genes H384
ACTE v o
header X X
GGPD v o
GAPDH v o
GLSE v o
HMEBS v o
HPFRT1 v o
IP 8 v o
PGK1 v o
RFL13A v o
RFLFO v o
TBF v o
TFRC v o
UBC v o
NWHAZ v o

2012 Life Science Research BIORAD
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Como avaliar quais os melhores genes de referéncia?

*Selecionar pelo menos 4 genes de referencia para realizar o experimento completo

Utilizar programas que selecionem os melhores genes de referéncia para suas amostras

Ex. NormFinder (Andersen et al. 2004)
GeNorm (Vandesompele et al. 2002)
BestKeeper (Pfaffl et al. 2004)

Utilizar pelo menos os 2 melhores genes de referéncia para analizar os resultados

L CFX Manager ja permite essa analise

Research
Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by

geometric averaging of multiple internal control genes
Jo Vandesompele, Katleen De Preter, Filip Pattyn, Bruce Poppe,
Nadine Van Roy, Anne De Paepe and Frank Speleman

Address: Center for Medical Genetics, Ghent University Hospital 1K5, De Pintelaan 185, B-9ooo Ghent, Belgium.

2012 Life Science R Correspondence: Frank Speleman. E-mail: franki.speleman@rug.ac.be = IO'RAD
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Métodos de quantificacao relativa?

Método de Livak (2-2ACq) = Eficiéncias entre genes de referéncia e
target proxima a 100% e com um maximo de diferenca entre eles de
5%

Método de Livak modificado (E-2A¢9) = Eficiéncias entre genes de
referéncia e target iguais (5% diferenca) mas diferentes de 100%

Metodo de Pfaffl = Eficiéncias entre genes de referéncia e target
diferentes

2012 Life Science Research BIORAD
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- expresso que o normal
2012 Life Science Research

Método de Livak (2-84Ca)

Um pesquisador quer saber se a expressao do gene p53 é diferente entre cleluas
normais e celulas cancerosas de ovario. Se sim, quanto € essa diferenca?

Normal Tumor

CIVAR

| | T T N
RI\iA RTA © o Tumor 2883 2569

cDNA cDNA

I ACq Normal = 29,71—- 25,54 = 4,17
ACqg Tumor = 28,63— 25,69 = 2,94
AACqg = ACqg Amostra — ACq Controle # AACq= 2.94-4,17 = -1,23

ACq = Cq Gen espe — Cq referéncia

Expresséao relativa = 2-24¢a # Expresséo relativa = 2.34x mais
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Método de Pfaffl

Normal Tumor

CIVAR

cDNA cDNA

Egen esp (Cq Controle — Cq Amostra)

Expresséo relativa

E . (CqgControle — Cqg Amostra )
referéncia

1,88 (29,71 -28,63)
Expressao relativa =

1,95(2554-25,69)

Expressao relativa = 2,18

2012 Life Science Research BIORAD
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« Baseia-se na comparacdo com um padrao cujo numero de moléculas e

conhecido. @

KConstrugéo de uma CURVA )
PADRAO (diluicdo seriada de
uma amostra com
\_ concentracao conhecida)

» Melhores resultados com normalizagcao com um gene interno

* Quantificacdo DNA = standard DNA
» Quantificacdo RNA = standard RNA

2012 Life Science Research BIORAD
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I RNA/DNAg comercial

* O que pode ser o padrao? - L
| Oligo sintético

Plasmideos contendo a
_ seqguencia alvo

Precisao ao fazer a diluicéao
« Pontos importantes:

|

Qualidade das pipetas

_Qualidade do padrao

2012 Life Science Research BIORAD
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%‘@ Q‘@ ‘qPCR

300.000 cépias

O

2012 Life Science Research

30.000 copias 3.000 cépias 300 cépias

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0.00

30 copias

0 0.5 1 1.5

Log Quantidade (n°de copias)
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1° Passo = Os experimentos de real time devem ser feitos em triplicata
técnica e em triplicata biologica

2° Passo = Checar se os dados s&o ou nao parametricos

( Apresentam distribuicao normal——>Teste: Shapiro-wilks

Apresentam homogeneidade de variancias
(as possiveis variacdoes verificadas nao sao explicadas pela
variacao experimental)

2012 Life Science Research BIORAD
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2012 Life Science Researc
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Amostras

2 amostras

Mais de 2
amostras

Parameétrico

t- Student

ANOVA

Nao Parameétrico

Wilcoxon

Kruskal Wallis
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Softwares especificos para analise de expressao génica:

gBASE: da mesma empresa do geNorm - utiliza o Método de
Pfaffl modificado para aceitar mais de um gene de referéncia para
calcular a expressao.

Method Open Access

qBase relative quantification framework and software for
management and automated analysis of real-time quantitative PCR
data

Jan Hellemans, Geert Mortier, Anne De Paepe, Frank Speleman and

Jo Vandesompele

Address: Center for Medical Genetics, Ghent University Hospital, De Pintelann, B-gooo Ghent, Belgium.

ondence: Jo Vandesompele. Email: Joke Vandesom @UGent. e
pe

Published: 9 February 2007 Received: 3| Augusc 2006

Genome Biology 1007, 8:R19 (doi:| 0.1 186/gh-2007-8-2-r19) i"""'“ﬂ: 7 Mi; iﬁ

The electronic version of this article is the complete one and can be
found online at hrepafgenomebiclogy.com2007 B/ LR1S

B 2007 Hell et ai; lic BioMed Central Lrd.
This iz an open access article distribured under the terms of the Creative Commons Arribution License (hoopoforeativecommons orgllicensesibyl2 0), which
permics unrestricted wse, disoribudon, and reprnducLinn in any medium, pro\lidad the or'qina] work is |:r|'(:;;nar|].I cived.
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Softwares especificos para analise de expressao génica:

REST: programa muito citado — utiliza o Método de Pfaffl para calcular a
expressao

© 2002 Oxford Universiry Press Nucleic Acids Research, 2002, Vel. 30, No. 9 00

Relative expression software tool (RESTO) for

group-wise comparison and statistical analysis of
relative expression results in real-time PCR

Michael W. Pfaffl*, Graham W. Horgan' and Leo Dempfle?

2012 Life Science Research BIORAD
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Softwares especificos para analise de expressao génica:

fgStatistics: programa gratis — primeiramente pensado para
microarray — utiliza o Método de Pfaffl para calcular a
expressao.

https.//sites.google.com/site/fgstatistics/Home

2012 Life Science Research BIO'RAD
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 As aplicacdes também podem ser classificadas quanto a quantitativas ou
gualitativas

Quantitativas

1.Quantificacéo relativa (estudos de expressao génica)
2.Quantificacao absoluta (carga viral/n°® copias)
*Qualitativas

1.Genotipagem (SNPs)

2.Deteccéao (diagnostico: +/-)

3. Thermal shift

2012 Life Science Research BIORAD
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1.Genotipagem (SNPs)

Utiliza o sistema de deteccao de sonda de hidrolise

Match Mismatch
ch\@
c
— —
G G
'. Extension 'v Extension
@ No fluorescence
-,7c
. 2:_
G G

Fig. 6.1. Mechanism of allelic discrimination using TagMan assay.

2012 Life Science Research
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1.Genotipagem (SNPs)

Curva de melting de alta resolucao

Utiliza intercalantes de DNA de alta saturacao (Ex. EvaGreen, LCC Green,
SYTO9)

Non saturating dsDNA binding dye Saturating dsDNA binding dye
e.g. SYBR™ Green e.g. .CGreen Plus™
Melting Melting

25/ e Mf”}@w“

Dye molecules “jump” and redistribute

into molecule Dye molecules released
No change in fluorescent signal Decrease in fluorescent signal

2012 Life Science Research BIO'RAD



Curva de melting de alta resolucao

Homozigoto selvagem Heterozigoto Homozigoto mutante
T @™ O C ™I O C CMe™TroT
@Y T 1O T T 1O T
Alelo 1 C C T
G G A
C T T
Alelo 2
elo G A A
C ¢ T
Melting G
G A
T
A
C T
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Curva de melting de alta resolucao

Grafico da curva de melting

Grafico de HRM

Derivative Plots Melting Curves
Two Two Two Two
Heteroduplexes Homoduplexes Heteroduplexes Homoduplexes

-dT/dF

Temperature

T

————
C
Gl

Normalized Fluorescence

Temperature

2012 Life Science Research
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2.Deteccao (+/-)
Aplicacoes :

 Deteccao de patogenos
*Organismos geneticamente modificados

IPC: Internal Positive Control — Controle positivo da PCR.

Geralmente um DNA exégeno inserido na reagdo juntamente com um par de
primers e sonda para amplifica-lo.

BIORAD
2012 Life Science Research -
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» Técnica que exige varios passos:

Desenho experimental (1)

Extracdo de RNA/DNA (2)

Transcrigcdo Reversa (3)

I—k gPCR (4)
Ll Andlise dos dados (5)

* Deficiéncias em todos o0s passos podem afetar a
performance de um experimento de gPCR

2012 Life Science Research BIORAD
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« Existe um artigo guia para a publicacao de experimentos que
envolvam gPCR — MIQE - Informac&o minima para a publicacao
de experiemtnos de gPCR

S1rea co0sy Special Report

The MIQE Guidelines:
Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments

Stephen A. Bustin, '™ Vladimir Benes,® Jeremy A. Garson,®® Jan Hellemans,® Jim Huggett,©
Mikael Kubista, ™ Reinhold Mueller,® Tania Molan, ' Michael W. Pfaffl,"" Gregory L. Shipley, '#
JoVandesompele,® and Carl T. Witbawer 19
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« Escolher se 0 experimento sera single ou multiplex

Quando fazer multiplex:

1. Pouco material (RNA em pouca quantidade)

2. Aumentar o rendimento sem aumentar o custo

3. Minimizar o manuzeio de amostras, evitando contaminacoes

 Escolher o tipo de sistema de deteccao que sera utilizado

-Intercalante de DNA = muitos genes, poucas amostras
-Sondas = poucos genes, muitas amostras

» Selecao dos controles da reacao e do experimento

2012 Life Science Research BIORAD
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Published online 11 February 201171 Nucleic Acids Research, 2011, Vol. 39, No. 9 €63
doi: 101093 /nar/ghkro6s

Measurable impact of RNA quality on gene
expression results fromm quantitative PCR

Joélle Vermeulen', Katleen De Preter!, Steve Lefever!, Justine Nuytens’',
Fanny De Vlioed', Stefaan Derveaux'?, Jan Hellemans'2, Frank Speleman' and

Jo Vandesompele®-2~*

TCcentre for Medical Genetics, Ghent University Hospital, De Pintelaan 185, B-9000 Ghent, Belgium and
EBiogazelle, Technologiepark 3, B-9052 Ghent, Belgium

Received August 13, 2010; Revised January 24, 2011; Accepted January 25, 2011

Comparison of relative mRNA guantithcation models
and the mmpact of RKNA integrity in gquantitative real-time
RT-PCR

Smaomne Fleipe - Vanes=s Walfl - Sillvia Hudh -
Chriciisn Pregomet - Jnlis Sehm -
M chaerd ¥, Praff
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« As amostras devem ser estocadas em condicOes apropriadas (-
80°)

*Processadas em pequenos grupos (10 a 20 amostras)

* Procedimento de extracao de RNA deve incluir um passo de
tratamento com DNase (remocado de contaminagdo com DNA
gendmico)

* Deve-se evitar a0 maximo a contaminacdo com RNase (usar
solucdes com dietil pirocarbonato DEPC)

2012 Life Science Research BIORAD



Solucdes BIO-RAD para extracao de RNA:

Aurum”™ Total RNA Kits PuraZOL™ RNA
Mini Fatty and Fibrous Tissue 96 Isolation Reagant
Format Mini column Mini column 96-vedl plata Single solution
Fifration fvacuumn or spinj Fitration {vacuum or spin) Fittrafion {vacuum or spinj organic extraction
Mzximum starting
matarial amounts
Cuitured calls 2x 108 1 xi0 1 x 108 1407
Bactonal cals 24x10° 24510 Bx 10 24x10P
Yiast calls ax i ax i 251407 ax A0’
Hard animal tissue 20mg 100 mg - 100mg
Soft to modaratsly 40mg 100 mg — 100mg
hard animal fissue
Plant fissua 40mg 100 mg - 100mg
=okation mathod Silca membrane Ly with PureZCL reagant, Silica mambrane Crganic extraction
purification on siica mambrana
Nurmber of praps 50 mini preps 50 mini preps 2 % 96-well plate 50 or 100 (1 mifpreg)
Nurmier of washes 3 3 3 -
DNasa | included® Yes Yoz Vs Mo
DNasa | digest time 16 min @animal issus, 25 minj 16 min 10 min -
Total preparation ime™ <5080 min fwith DNasa | digest) <5080 min fwith DN=sa | diges]) <60 min fwith Didasa | digast) <60 min
Binding capacity >100pg >100pg =40ug -
Elution voilume 2x 40l 2x40p T 3000

* Removal not required.

** Total preparation time will vary depending on the fissus or call typae and on which format is usad (vacuum or spin).
For sample-specific yield information, plaasa visit www.bio-rad.com/ma-isolation and click the BNA lsolation Selection Guide.
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A qualidade do RNA extraido deve ser verificada nos seguintes
aspectos:

Pureza da amostra (Razao 260/280 = Entre 1,8 a 2,0)

Integridade da amostra

Pureza da amostra Integridade da amostra
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« Nem sempre ao se utilizar os métodos de quantificacdo e identificacao
da pureza por spectofotometro e verificacao da integridade por gel sao
eficientes.

* Novas tecnologias trouxeram melhorias na quantificac&o e analise de
integridade = Sistema de eletroforese em chip (Experion™)

W1, total RNA (100 ng/pl)

6,000.0 . 2 l
0000 g 0
@«
30000 . | - % 40 e
Eletroforese 20000 &8 : rotes
1,500.0 e g ‘
~ 1,000.0 - Z 20 1
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NS ise o 2 25 3 B 4 45 N 5 & 6 70

Time, sec
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* RNA > CDNA

O principal nesse passo e garantir uma cobertura completa dos
RNAS transcritos

Que tipo de primer sera usado?

A conversao RNA=cDNA é eficiente?
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Que tipo de primer sera usado?
Primers Randdmicos

« Hexamero de primers

*Todos os RNA servem como molde = A especificidade € dada pela
gPCR

Otimo para gerar cDONA de RNAm longo

Oligo dT
* Primers que hibridam com a cauda poliA = Especifico para RNAmM

tttttttttt Oligo dT

aaaaaaaaaagaa
RNAmM /W
Ideal para gPCR

* Primer randémico + Oligo dT = Melhor sensibilidade e cobertura
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iScript Select cDNA Synthesis Kit

FCA basalna-subtrectad cursa fit, RFL

10,000

Random primers
r=0.098
Efficiency = 36.6%

1,000 H-

10,000

0 246 81012141618 202224 5 283032 343638404244

CHigoldT) primers
r=0.899

1,000

100

0246 81012141618 2022 24 PE28 3032 343638 404744

10,000 -
Geme-specific primers
r=1.000
Efficiency = 82.2%

m L
02 46 81012141618 2022 34 26203032 34 36 38 A0 42 44

Cycla
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Eficiéncia na conversao RNA = cDNA

1 Step X 2 Step

1 Passo 2 Passos
Prim (oligo dT e/ dom)
rimer (oligo dT e/ou random
Bmﬁer especifico E;]rzllangerara -
Buffer U p
Enzima para PCR
Enzima para l
RNA = cDNA
Amplificacéo CDNA
\ cDNA
- Primers gPCR Amplificacao
PCR Buffer — Cq
Cq nzima gPCR
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« Para resultados reprodutiveis e confiaveis deve-se levar em
consideracao:

A. Eficiéncia da reacdo = Relacionado com enzima e sistema de
deteccao

B. A eficiéncia do primer (e sonda) = Diretamente relacionado com
o desenho

Tolerance for PCR inhibitors

Sansitive datection of low-level target genes e ee e e L
High efficiency even for difficuit amplicons eee oo oo eee
Broad range of reaction condiions e oo - .
Standard and fast cycing oo s e . .

Compatibiity with any real-fime instrument = ee e — —
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Desenho dos primers para Real Time (SYBR/TagMan)

Produto de PCR com no maximo 150pb —— Produtos pequenos amplificados
Contelido de GC —~ > de 50% com mais eficiéncia

Comecar e terminar o primer com C/G

Self-dimer
Evitar estruturas secundarias Hetero-dimer

Hairpin temperatura de dissociacao baixa

T annealing = 55 a 60°C (se multiplex as temperaturas de todos devem ser iguais
Primer em éxons diferentes

Produto de amplificagao Unico e especifico (blast) (Super importante para SYBR)

N
2
L
|
I ———
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Possiveis Solucdes:

* Reduzir a concentracao dos primers
« Avaliar a complementaridade e a formacao de estruturas

secundarias
 Redesenhar os primers se necessario

[Tcscat actaTGcaA]

s’ 3

1. Az = -10,36 kcalfmol

C T
5" CACCATATGGCAACTCTTALG 3!
AE ;° LT

[ 3' GAATTCTCAACGGTATACCAC 5!
S
§ 2. LF = -6,358 kcal/mol (3' Dimer)
3 5! CACCATATGGCAACTTTTTTT 3!
s ‘

3! GAATTCTCAACGGTATACCAC 5!

Primer em Hairpin
BIORAD
BIORAD
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Desenho de Sonda (TagMan)

T annealing =5 a 10° maior que a do primer (se multiplex todas devem ser
iguais)

Conteudo de GC— > de 50%

Nao possuir G no extremo 5’

Sonda tem que ter < 30nt
Desenhar a sonda sobre a fita que tenha mais Gs do que Cs

Fluoroforos e Quenchers

Filtro Fluoréforo Quencher

1 FAM BHQ1

2 TET BHQ1

2 HEX BHQ1

3 TEXAS RED BHQ2

3 ROX BHQ2

4 CY5 BHQ2
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Otimizacéao e Validacao do Experimento

» Checar qual a melhor temperatura e concentracao de anelamento dos

primers (gradiente)

(aProduz os menores Ct, sem formacéo de dimero a e

] /
—_—— e e e —_—— — — — | 720°C

||||||||||||||||||||

* Checar a eficiéncia do primer na melhor condicéo

DiluicOes seriadas de um estoque de cDNA

y =(-3.3407/x + 27.17 R?=0.9991

2500 +

20.00

Ct

15.00
10.00
5.00

0.00
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Otimizacéao e Validacao do Experimento

* Checar a sensibilidade do experimento

(a Diluicdo de cDNA na ordem de 10X deveriam produzir Ct com uma # de 3.3

< y 10das as amostras a serem quantificadas devem se encaixar na faixa de
concentracdo onde essa premissa € mantida

» Checar a repetibilidade do experimento

4 n Utilizacao de réplicas experimentais — As curvas de amplificacdo das
réplicas devem se sobrepor
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Otimizacao e Validacao de experimentos multiplex

» Otimizar e validar cada reacao individual (como explicado anteriormente)

 Testar na mesma placa se Cq de um experimento individual Zmultiplex

(a Se nao = Otimizado e validado

Se sim = NAO otimizado e validado

« Para otimizar = alterar condicGes da reacao ( Enzima, dNTP, Mg*?) e testar
novamente experimento individual Vs. multiplex
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Contato: juliana_giusti@bio-rad.com



