PCR convencional o PCR de punto final
versus
PCR en Tiempo Real

PCR convencional no es cuantitativo




PCR clasico

La cantidad de producto no
esta relacionada con la
cantidad de DNA inicial

Herramienta cualitativa
(presencia o ausencia)

El bromuro de etidio es
poco sensible, cuando se
detecta ya se ha
sobrepasado la fase
exponencial




Fases de la PCR
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Exponencial: En cada ciclo se dobla el producto.
Lineal: enlentecimiento, consumo de componentes, principio
de degradacion.

Meseta: Parada de la reaccion, agotamiento de
componentes, degradacion de productos.




Fases de la PCR

Figure 4: PCR Phases in Log view Traditio nal
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Figure 5: PCR Phases in Linear Wiew
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Deteccion en la fase de meseta

Figure B: Log view 5-fold dilution series
Plateau effect
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Problemas de cuantificacion
en la fase de meseta




Técnicas de cuantificacion
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PCR Competitivo o PCR “Mimic”

Early expression of p53 responsive genes (24h)
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Necesidad de PCR en tiempo real

Necesidad de cuantificar diferencias de
expresion de un mRNA (RT-PCR)

Disponibilidad de muy pequenas
cantidades de mRNA en algunas practicas
laboratoriales:

Células obtenidas de microdiseccién por laser

Pequenfas cantidades de tejido

Biopsias embrionarias

Especimenes de gran valor




PCR en Tiempo Real

) ~
Nuevos quimicos

_ Deteccion de productos

Nuevas plataformas [ PCR en tiempo real
instrumentales D

DNA Extraction e PCR
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Deteccion en la fase exponencial

Figure 6: Linear view 96 replicates Figure 7:Log view 96 replicates
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PCR en Tiempo Real

Toma los datos mientras se producen.

Cuantificacion mas exacta sin necesidad
de métodos laboriosos.

Existe una relacidon cuantitativa entre la
cantidad inicial y la cantidad de producto
PCR en un ciclo dado.
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Real Time-PCR

Cuantifica la cantidad inicial de templado. Monitorea la fluor emitida
durante la reaccién como un indicador de la generacién del producto de
PCR durante cada ciclo de PCR.

Se basa en la deteccién y cuantificacién de las sondas fluorescentes.
Esta sefial aumenta en proporcién directa al aumento del prod. de PCR.

Fluorescencia

Polymerase chain reaction (PCR)
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Polymerase chain reaction (PCR)
Real Time-PCR

Cuantificar RNA (previa RT-PCR) 0 DNA - Mide el aumento del DNA
a medida que se amplifica (en tiempo real)

Deteccidn y cuantificacion de una sonda fluorescente que se une al
DNA. Esta sefial aumenta en proporcion directa ol aumento del
producto de PCR

Termociclador: lector de fluorescencia. Miden la flourescencia
emitida a cada momento en cada tubo.
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Polymerase chain reaction (PCR)
Real Time-PCR

Sistemas de deteccion por fluorescencia:
*agentes intercalantes
*sondas especificas marcadas con fluorocromos

SYBR Green

f\

Agentes intercalantes:
Fluorocromos que aumentan la
emision de fluorescencia cuando se
unen a DNA de doble hélice. El mas
empleado es el SYBR Green I
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Fluorocromos: SYBR Green

Se intercala en el
surco menor del ADN
de doble cadena y
emite fluorescencia.

No es equimolecular.

Necesaria curva de
disociacion.
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Derivative

2.800 E1

urva de disociacion

Dissociation Curve
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Curva de disociacion
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Ventajas e inconvenientes

PCR con SYBR Green:

Mas barato

Los mismos reactivos sirven para analizar
cualquier fragmento

La especificidad viene dada unicamente por
los primers

No es equimolecular
Se necesita realizar una curva de disociacion
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Sondas TagMan

Actividad 5’ exonucleasa de la Taq polimerasa.
Reporter: FAM, VIC.

Quencher: TAMRA.

Importante t2m (~70°C). uncherare O)

Equimolecular.
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Real Time PCR: Sonda TagMan
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TagMan® Probe Method
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Polymerase chain reaction (PCR)

Real Time-PCR

*Molecular beacons: Los extremos de la sonda: complementarios y
marcados con el par fluoréforo/quencher.

En ausencia de una seq complementaria — loop (quenching de

fluorecencia).

PCR: durante el annealing — unién al
DNA target: aumenta la distancia
entre el fluoréforo y el quencher —
T flourescencia.

Cuando la t° aumenta en la etapa de
extension, los MB se disocian y no
interfieren con la Taq.

Permanecen intactos durante la PCR
y Se une una y otra vez en cada ciclo
para emitir la fluorescencia —
proporcional a la cantidad de
producto de PCR.
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il
o

o
o

© 0o o o
o N A O

PCR Product-Specific Nucleotides

Temperature (°C)

Fluorescent
chonergf Quencher Dye
I ~
B
[ s
- -+
E % _)k:\_/'\_}
:||||I||||:|...:...|:|||||||||||||||IIII|II
5 15 25 35 45 55 65 75 85

22



Ventajas e inconvenientes

PCR con Sondas TagMan:
Mas caro

Utilizacion de sondas especificas para cada
fragmento a analizar

La especificidad viene dada por los primers y
la sonda

Es equimolecular
No necesita curva de disociacion
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Aplicaciones de la PCR-TR

Cuantificacion:
Absoluta
Relativa

Determinacion de mutaciones.
Ensayos +- Diagnostico
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Glosario de términos

Cuantificacion:

Absoluta:

e Resultado final con unidades (carga viral, copias
de mensajero, copias de un gen,...).

e Se necesita una curva patrén absoluta.

Relativa:

e Resultado sin unidades. Proporciona un
porcentaje de incremento o disminucion
(expresion génica).

e Se necesita curva patron (al menos para prueba
de primers).
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Glosario de términos

Referencia:

Senal utilizada para normalizar el experimento.
e Pasiva: Fluorocromo en todos los tubos (ROX).

e Activa: endégena (housekeeping) o exdgena (construccion).

Calibrador:

Muestra que usamos para comparar las demas.

O 2 4 & 8 101Z 14 16 18 20 22 14 26 38 30 I3 34 3£ 38 4D 002 4 & 8 101214196 182022 24 2¢ 289 30 33 34 % 3| &
Cyele Cycla

‘ Internal reference No internal reference
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Glosario de términos

Standard (patron):

Muestra de concentracion conocida que
nos permite construir la curva de
calibrado.

Threshold (umbral):

C,es el ciclo en el cual se detecta un
incremento significativo de ARn
(fluorescencia). El sistema empieza a
detectar la senal asociada al incremento
exponencial de producto PCR (Fase
exponencial)

27



Aplicaciones de la PCR-TR

Glosario de términos.

Cuantificacion:
Absoluta
Relativa

Determinacidon de mutaciones.
Ensayos +-
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Métodos de cuantificacion

Curva estandar
Delta Ct
Método de Pfaffl
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Curva estandar
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urva estandar
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Curva Patrén

y=ax+b. Y=Ct, X=log [DNA].
Relaciona cada concentracién con su Ct.
Propia de cada pareja de primers.

La pendiente depende de la eficiencia de los
primers y no deberia cambiar entre
experimentos:

100% (a=-3.32).

75% (a=-4).

Aceptable:-3 < -4.

a> -3 contaminacion por fluorescencia.
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Curva Patrén

Correlacion (R?):
R2=1 (perfecta).
R2>0.97 (0.99).

Seleccionar el umbral donde R? sea maxima.

Mantener el umbral entre experimentos.
N° de réplicas:

Al menos 2 réplicas por muestra.

Desviacion estandar < 0.38

Muestra:

Curva absoluta: muestra de [ conc] conocida.

Diluciones 1/5.
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1. Cuantificacion Absoluta

Validacion de la curva patron:

La precision de la cuantificacion dependera de la
precision de los patrones.

Patrones:
e DNA plasmidial.
e DNA gendmico.
e Productos PCR.
e Grandes oligonucleétidos comerciales.

Resultado final relativo a una unidad de interés:
e Copias/ng de RNA
e Copias/g tejido, copias/ml sangre.
e Copias/genoma.
e Copias/ célula.
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1. Cuantificacion Absoluta

Posibles curvas de calibrado (Expresion
genica):
Productos de RT-PCR u oligonucleétidos:
e Rapido, conocimiento preciso de [DNA].
e Inestable, problemas en la reamplificacion.
DNA recombinante:

e Muy estable, sin problemas de amplificacion, talla
similar a transcritos.

e Construccion del DNArec, no tiene en cuenta la
eficacia de la RT.
RNA recombinante:

e Mimetiza la situacion real de retrotranscripcion (afadir
RNA background).

e Muy inestable, clonacion complicado, purificacién,
problemas de almacenamiento.
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1. Cuantificacion Absoluta

Puntos criticos de la curva patron:
DNA o RNA puro y muy concentrado.
Exactitud en la medida de la concentracion
inicial (7 veces).
Pipeteo apropiado: dilucion del DNA o RNA

original hasta concentraciones similares a las
muestras bioldgicas (10°-1072),

Estabilidad de las muestras patron (RNA).
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2. Cuantificacion Relativa

Curva patron:
Sencillez en la preparacion.

La cantidad de producto (n veces) se refiere a
la obtenida en el calibrador (1x).

No hay unidades.

Se puede utilizar cualquier tipo de patron para
la obtencion.
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2. Cuantificacion Relativa

Puntos criticos de la curva patron:
Dilucion adecuada del RNA o DNA patron.

La utilizacion de las mismas muestras en
placas distintas permite comparar resultados.

Se pueden utilizar patrones DNA para analisis
de RNA.

Se necesitan curvas patron para el gen de
estudio y el control endogeno.
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