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PCR (Polymerase Chain Reaction )

Amplificacéo in vitro de uma sequéncia especifica de DNA

- Primers o iniciadores
- DNA polimerase

- dNTP’s

- Tampé&o e iones

- Amostra de DNA
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PCR (Polymerase Chain Reaction )
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1: PCR product (1450 bp)

30-40 ciclos > 249 moléculas de DNA > eletroforese em gel de agarose ou de

poliacrilamida.

gPCR

- Baseada na PCR convencional, com o monitoramento da amplifica¢géo em

tempo real do fragmento de interesse.
- Monitoramento da fluorescéncia que aumenta proporcionalmente a

quantidade de material genético amplificado
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COMPONENTES gPCR

- Amostra de DNA

- Primers o iniciadores
- DNA polimerase
-dNTP’s

- Tampao e iones

TERMOCICLADOR gPCR

Detector
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Termociclador com sistema Optico composto por uma fonte de
iluminag&o ultra-violeta e um detector de fluorescéncia + um computador
com software proprio para a aquisi¢do de dados.
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Como é determinada

FLUORESCENCIA

a quantidade inicial
de DNA?

NUMERO DE CICLOS \
Cycle Threshold

Estabelecendo:

1) THRESHOLD: Umbral de fluorescéncia definido arbitrariamente pelo software
por cima da baseline (ruido).

2) CYCLE THRESHOLD (C4): Ciclo em que a fluorescéncia ultrapassa o
threshold. Permite correlacionar o aumento da fluorescéncia com a quantidade
inicial do DNA alvo.
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FASES DA qPCR

Amplification Plot

Threshold
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C, menor 2 maior nimero de copias iniciais de DNA

QUANTIFICACAO

1) ABSOLUTA:

Determinar o nimero exacto de moléculas (nimero de
copias de DNA ou nanogramas de DNA) em uma amostra.

Método da curva padrao

1) RELATIVA

Analisar alteracdes na expressdo de um gene entre uma
determinada amostra e uma amostra de referéncia.

Método de C ; comparativo
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QUANTIFICACAO A
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QUANTIFICACAO
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QUANTIFICACAO

1) ABSOLUTA:

GERACAO CURVA PADRAO

NUm. copias= [DNA (g/uL) x 6'022*10 23 (pb/mol)] / [lenght (pb) x 660 (g/mol )]

DILUICOES SERIADAS
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PRATICA: gPCR HAdv

Ol 800 ng/uL
(% Vetor + inserto: 11561 pb

Quantas copias de plasmideo (o gene alvo) temos?

NUmero de copias= DNA (g/uL) x 6’022*1023 / lenght (pb) x 660
800*10° x 6’022*10%3/ 11561 x 660 = 6,31*10%° cépias/uL

6'31*101°- 1 pl X=101x1/6’31*101°
101t - X X= 15’8 uL ———> 15’8 uL plasmideo + 984’2 tamp4&o =
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EFICIENCIA

Condicdes ideais: eficiéncia da reagdo é 100% (E = 1) com a quantidade
de produto gerado aumentado exponencialmente, dobrando a cada ciclo.

Standard Curve

y =-3.3386x + 39.574

L] R? = 0.9933
A Efficiency = 10¢1/slopel_q
=R | |

Log copy If slope =-3.32
Exam e’:"ber efficiency becomes 1
Slope = -3.3386
E=10¢V33) _ 1
= 10030 _ 1
=1.995 -1
=0.995 or 99.5%

Ct
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EFICIENCIA
Na prética: eficiéncia 90-110% aceitavel.
PCR inhibitors: PCR enhancers:
Hermoglobin, Urea, Heparin DMSO, Glycerol, BSA
Organic or phenolic compounds Formamide, PEG, TMANO, TMAC etc
Glycogen, Fats, Ca?* Special commercial enhancers:
Tissue matrix effects Gene 32 protein, Perfect Match, Tag Extender,
Laboratory items, powder, etc. E.Coli 33 DNA binding
real-time PCR
efficiency
DNA o) Y DNA
degradation \ concentration
Tissue PCR reaction
degradation components
unspecific Hardware:
PCR products PCR platform & cups
Lab management l | DNA dyes | | Cycle conditions

COEFICIENTE DE CORRELACAO (R?)
- Coeficiente de correlagdo: medida de como o0s pontos se ajustam
na curva padrdo. Refleta a linearalidade da curva padrédo. R? ideal = 1.
y=-33867x+ 36872 y=-32343x + 4271
R'=09835 £ R'=0.984
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QUANTIFICACAO

2) RELATIVA:
- Compara mudancas na expressao de genes.

- Método C ; Comparativo :

E necessariaa amplificagiode genes de referéncia

(housekeeping genes): gene com expressao estavel em
diferentes situacdes testadas (Ex.: rRNA 18S, GAPDH, beta-
actina, TBP, HPRT, beta-2-microglobulina).

- Resultados expressados em ordem de grandeza: vezes,
dobro, metade, fold-change. Ex.: gene x 5 vezes mais
expressado no tratamento que no controle.

QUANTIFICACAO
2) RELATIVA:

Método C ; Comparativo (método 2 —AACT)

Comparagéo dos C; das amostras com os C; um controle, normalizados por
C; obtidos com a amplificacéo de genes de referéncia.

Cq A

AC;= AC alvo — AC referéncia
Gene Referéncia
Slope =-3,38

AAC.= AC;amostra — AC,controle

Gene alvo

Expresséo Relativa = 2 -8AC, Slope =-3,32

[cDNA]

Para utilizar o método de C; comparativo € necessario que a eficiéncia da reacdo do
gene de interesse seja similar a eficiéncia da reacéo a do gene de referéncia.
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QUANTIFICACAO

2) RELATIVA:
C; Gene C; Gene
alvo referéncia AC; AAC, 248Ac
Amostra tratada 26 31 -5 0 1
Amostra ndo tratada 23 30 -7 -2 4
4,5
4
g 35
E 3
9 25
g )
@ 15
o
L|>j 1
0,5
0

Amostra ndo tratada  Amostra tratada

SISTEMAS DE DETECCAO

1. CORANTES INTERCALANTES

Fluorocromos que emitem fluorescéncia quando se intercalam na
dupla cadeia de DNA. Inespecificos de sequéncia . Ex.: SYBR
Green®, LCGreen® Plus e EvaGreen®

Primer ® ® ® Intercalater
T T T 1 ® (Fluorescent
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SISTEMAS DE DETECCAO

1. CORANTES INTERCALANTES

- Curva de dissociagdo (melting curve): permite verificar a
especificidade do produto amplificado.

75-

Temperature
8

1}
Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 40 Cycles 1 Cycle

SISTEMAS DE DETECCAO

1. CORANTES INTERCALANTES

- Curva de dissociagdo (melting curve). GEC
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SISTEMAS DE DETECCAO
1. CORANTES INTERCALANTES

- Curva de dissociagdo (melting curve).
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- Temperatura de melting (Tm): temperatura na qual a metade do produto
de PCR esté dissociado e a outra metade est4 hibridado.

Depende do conteddo em guanina e citosina (G+C) e do tamanho de
fragmento.

SISTEMAS DE DETECCAO

2. SONDAS DE HIDROLISE

Sonda fluorescente linear com especificidade para uma
sequéncia de DNA. Ex. TagMan

- Fluorocromo “Reporter” — emite a fluorescéncia (regido 5)

- Molécula “Quencher” — absorve a fluorescéncia (regiéo 3’)

Fluorescence resonance energy transfer  (FRET): A transferéncia de
energia de um marcador fluorescente para um segundo.
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SISTEMAS DE DETECCAO

2. SONDAS DE HIDROLISE

- Baseia-se na atividade 5’-3' exonuclease da DNA polimerase.

1) Denature : ﬁm
primer
T111 fluorescein quencher

1P 1 ¢ 00 0 0t 00 0l 10l Rt Rl

2) Primer Annealing/ Probe hybridization

e hybridizes

LiLt bt st st bty

3) Extension 2_. 2
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