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PCR a tiempo real (PCRrt)

e Aplicaciones

- Cuantificacion de acidos nucleicos (AQ).

- Estudio de la expresion de los genes (RQ o RT-PCRirt).

- Discriminacion alélica o deteccion de variar
genéticas que afecten a un unico nucledgawle
nucleotide polymorphism, SNP).

- Establecimiento de la presencia o ausencia de
secuencias de acidos nucleicos especificas y de
particular interé$Plus/Minus Assays).

- High resolution Melting (HRM) (solo en7500 Fast).



Real Time PCR Systems

Mo

» Descripcion QuantStudio 5 Flex, 7500 y 7500 Fast Real Time PCR
Systems de Applied Biosystems. Se trata de equipos disefiados para
trabajar en placa de 96 pocillos.

* Programas disponibles
QuantStudio Design & Analysis Software, y 7500 Software v 2.0.6:
para recogida y analisis de datos.

Primer Expressv 3.0.1: para diseio de sond@&Man y cebadores.

En la nube de
ThermoFisher:(https://www.thermofisher.com/es/es/home/cloud.html
DA Design and Analysis Application.

RQ Relative Quantification (analisis multiplaca)



La fase exponencial de la PCR
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PCR a tiempo real (PCRrt)

e Aplicaciones

- Cuantificacion de acidos nucleicos (AQ).

- Estudio de la expresion de los genes (RQ o RT-PCRit).

- Discriminacion alélica o deteccion de variar
genéticas que afecten a un Unico nucleosawle
nucleotide polymorphism, SNP).

- Establecimiento de la presencia o ausencia de
secuencias de acidos nucleicos especificas y de
particular interésHlus/Minus Assays).

- High resolution Melting (HRM) (solo en7500 Fast).



Esguema general de un ensayo de RQ

1) Disefio de un experimento de RQ
1.1. Seleccion del método de PCRngle- or Multiplex).
1.2. Eleccion de los reactivgSYBR Green or TagMan).
1.3. Definicién de los componentes.
1.4. Métodos para abordar el ensdirel ative Sandard
Curve or 44Ct Methods).
1.5. Eleccion del endogeno.

1.6. Eleccior de los cebadore y sonda.

2) La retrotranscripcion

3) Obtencion de los datos
3.1. Preparacion de RCR Master Mix.
3.2. Preparacion y lectura de la placa dgE&0 Software
v 2.0.6).

4) Analisis de los dato&500 Software v 2.0.6)
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1.1. Seleccion del método de PCfS&ingle- or Multiplex).

Singleplex PCR

Multiplex PCR

Target Primer Set

Endogenous Control
Primer Set

~ cDNA
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1.2. Eleccion de los reactivo§&SYBR Green or TagMan)

TagMan

SYBR Green

Polymerization
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Step 1: A reporter (R) and a
quencher (Q) are attached to the
5'and 3' ends of a TagMan
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Step 2: During each extension
cycle, the AmpliTag Gold® DNA
polymerase cleaves the reporter
dye from the probe.
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Step 1 continued: when both dyes
are attached to the probe, reporter
dye emission is quenched.

Polymerization Completed
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Step 3: After being separated from
the quencher, the reporter dye
emits its characteristic
fluorescence.

Step 1: Reaction setup
The SYBR® Green | dye
fluoresces when bound to
double-stranded DNA.

Step 2: Denaturation

When the DNA is denatured,
the SYBR® Green | dye is
released and the fluorescence
is drastically reduced.

Step 3: Polymerization
During extension, primers
anneal and PCR product
is generated.

Step 4: Polymerization completed
SYBR® Green | dye binds to the
double-stranded product,
resulting in a net increase in
fluorescence detected by the
instrument.



Curvas de disociacion: cuando se utiliz&YBR Green
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1.3. Definicion de los componentes.

» Target:
La secuencia nucleotidica que estamos estudiando.

 Calibrator:
La muestra que se emplea para referir todos los re-
sultados. Es una condicion o tipo de muestra (por
ejemplo, tejido sano frente a tumoral).

» Endogenous control:
Gen presente en todas las muestras del estudio, con
un nivel uniforme de expresio. Se emplei comc refe-
rencia activa para normalizar, ya que permite eliminar:
- Los errores en ehput de ARN.
- Las variaciones en la eficiencia de la retrotranscrip-
cion.
Cada tipo de muestra requiere su control endogeno.
(Cada placa de 96 debe de tener su endogeno).
Ejemplos:3-actina, GAPDH, rRNA.

* Replicate wells: al menos tres por muestra y enddgeno.
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1.4. Métodos para abordar el ensayo

» Relative Sandard Curve Method for Quantification

« Comparative Ct Method for Relative Quantification (44Ct)

Paso 1Normalizacion respecto del enddgeno
Ct Target gene ~ Ct Endogenous control = ACt

Paso 1Normalizacion respecto del calibrador
ACt Sample ~ ACt Calibrator ~ AACt

l
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iNB: Es necesario validar el método de 1a44Ct !



Validacion del método de los44Ct

¢, Qué persigue?descartar que las diferencias en la expresion del
gen sean debidas en realidad a diferencias eefiagnciasde los
distintos procesos de PCR.

¢, Como se realiza?mediante diluciones seriadas de las muestras,
para obtener el valor de la pendiente de la recta que resulta de repre
sentarCt/Log Input. La pendiente esta relacionada coefi@iencia

de la PCR.

Ademas de la eficiencia del proceso, la representaCitirog | nput
permite establecer ehngo dindmicoy la precisiondel ensayo.
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Validacion del método de lo44Ct

Full Efficiency
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Validacion del método de lo44Ct

Criterio de validacion

Input Amount c-myc
ng Total RNA Average Cy
100.0 20284011
10.0 23.88 + 0.1 4_
1.0 27.33 + 0.09_
0.1 30.93 + 0.23
0.01 34.39 + 537
0.001 37.03 + 0.12—

GAPDH
Average C;

15.23 + 0.02

18.62 + 0.04

22.18 + 0.02
25.53 + 0.07
29.13+0.14

3257 +0.13

Relative Efficiency Plot

p53 vs GAPDH

ACy
c-myc - GAPDH

5.05+0.11
5.26 + 0.15
5.16+0.09
5.40 + 0.24
5.26 +0.39

4.46 + 0.17

y = -0.0034x + 4.7295

R* =0.0003
7
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35 7 :
3 T
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log ng Total RNA
If the efficiencies of the two
Then...

systems are...

<0.1

> 0.1

* You can use the AAC; calculation for the
relative quantification of target without
running standard curves on the same plate.

* Perform the validation experiment over a
larger dynamic range (5 to 6 logs) or design
and synthesize new primers to improve

efficiency.

¢ Perform the quantification using the
standard curve method.




Validacion del método de los44Ct

Deteccion de la presencia de inhibicidon

Inhibition Plot Sample #1
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Figure 2: Inhibition Plot Sample #1 demonstrating no inhibition

Inhibition Plot Sample #2
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Figure 3: Inhibition Plot Sample #2 demonstrating presence of inhibitor
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1.5. Eleccion del endogeno

Objetivo: seleccionar un gen(es) cuya expresion sea estable
en todas las condiciones del estudio.

Asi, por ejemplo, si estamos validando genes de un estudio

previo demicroarrays, el endogeno se selecciona a partir del
propio estudio.

En caso contrario, EBENEVESTIGATOR en su aplicacion

RefGenes tool es un una herramienta que puede ser de gran
utilidad:

RefGenesis a new type of tool that allows the identification of

the genes having the highest stability of expression across a
chosen set of conditions

RefGenes selects candidate genes from the entire genome. The
primary objective is to provide scientists performing qRT-PCR
experiment ar objective choice of referenc gene specific for

their experimental context
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GENEVESTIGATOR

Web:
https://genevestigator.com/gv/

Manual:
https://genevestigator.com/userdocs/manual/GENEVESTIGATOR
_UserManual.pdf

Tutorial sobre RefGenes.
https://genevestigator.com/gv/doc/video_refgenes.jsp

[ Anatomy I Cell Lines I Cancers I Perturbations ] Development I RefGenes I Ortholog Search ]

P Run | Range: 1422 to 18.48 Genes:ibopy New“Add' 4 b | KB« || HELP |

Dataset: 176 samples (sample selection: MM_AFFY_430_2-22)

Signal Intensity (log2 scale)
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1.6. Eleccion de los cebadores y sondas

(Primer Expressv 2.0: para disefio de sondaagMan y cebadores)

¢, Qué se persigue®ue todas las muestras que se procesen en una
misma placa de 96 se ajusten a las mismas condiciones del termo-
clicador, de manera que todos los procesos de PCR transcurran con
igual eficiencia

Times and Temperatures (Two-step RT-PCR)

Initial Steps ' PCR (Each of 40 cycles)
‘ _A_n_warase“‘) UNG | AmpfiTaq Gold® DNA |  Melt Anneal/Extend |
2) PCR Step 3 Activation | Polymerase Activation |
HOLD HOLD CYCLE
2 min @ 50 °C 10min@95°C  15sec@95°C | 1min@860°C

I hermal Lycler Frotocaol

haimal Prald A i s i ¥ =b.s
Thetmal Profle Auto Incremant | Ramo Rate

4dd Cycle Add Hold Add Step Add Dissociation Stane
Seltings
Sample Volume (L} el v 9600 Ermulation
Amplfication Plot Data : | Stage 3. Step 2 (F0.0 & 1:00) -

Notas importantes sobre losamplicos (targets):

- Deben de ser de pequefio tamaiio (50-150mra lograr las ma-
ximaseficiencias

- Si cubren la union entre exones, se evita la amplificacion del ADN
genomico.




1.6. Eleccion de los cebadores y sondas

Cebadores de la RT

T

‘ Primers | Selection Guidelines
Oligo d(T)4¢ | » Use to reverse transcribe only eukaryotic mRNAs and
‘ retroviruses with poly-A tails
¢ Avoid long mRBNA transcripts or amplicons greater than
2 kilobases upstream
[ — —
Random hexamers e Try first for use with long reverse transcripts or reverse
transcripts containing hairpin loops
e Use to transcribe all RNA (rRNA, mRNA, and tRNA)
- - : - i
|
Sequence-specific ¢ Use to reverse transcribe RNA-containing complementary
reverse primers seguences only

Guia para el diseiio de cebadores y sondas de |

Primer and probe design guidelines for quantitative assays

| Probe Guidelines Primer Guidelines

| Select the probe first and design the primers as close as possible to the probe without
‘ overlapping it (amplicons of 50 to 150 basepairs are strongly recommended).

Keep the G/C content in the 30 to 80% range.

Avoid runs of an identical nucleotide. This is especially true for guanine, where runs of four
| or more Gs should be avoided.

’—W—hen using Primer Express software, the
T,, should be 68 to 70 °C.

When using Primer Express software, the ‘
T, should be 58 to 60 °C.

' NoGonthe5 end.

The five nucleotides at the 3" end should ‘

Select the strand that gives the probe more
C than G bases.

‘ Make TagMan MGB probes as short as
possible, without being shorter than
13 nucleotides.

| S—

have no more than two G and/or C bases.




1.6. Eleccion de los cebadores y sondas

Concentracion de los cebadores

Recommended primer concentrations for DNA and cDNA
quantification assays

Concentrations (nM)

Chemistry — S
Forward Primer Reverse Primer
1 - _ |
TagMan probe 900 1 900
SYBR Green | dye 50 50

Optimizacion de las concentracion&'BR Green):
- Seleccionar aquéllas con menor Ct y magen.
- Incluir NTCs y realizar Curvas de Disociacion.

Forward Primer (nM)

Reverse Primer (nM)

| 50 300 900
50 | 50/50 | 300550 | 900/50 |
300 50/300 300/300 | 900/300 |

900 | 50/900 300/900 | 900/900




1.6. Eleccion de los cebadores y sondas

Concentracion de los cebadores

|
| a) Linear view
|
|
a0 } Mot Group A
o | | Plot Group B
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Figure 3-2 Primer optimization experimental results showing amplification plots
of primer combinations.

Plot group key:

A: Combinations that contain at least 300 nM of forward and reverse primer

B: Combinations that contain at least 150 nM of forward and reverse primer

C: Combinations that contain at least 50 nM of forward and reverse primer
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2) La retrotranscripcion

- Es fundamental la calidad del ARN: hay que evitar la
presencia de proteinas contaminantes y de ARN degra-
do. Un ARN con Agy050= 0 > 2 se considera relativa-
mente libre de proteinas.

Si Asgo280< 2, S€ recomienda anadir un inhibidor de
Rnasas (Cf = 1 U/ul).

- Para determinar ehput de ARN: realizar diluciones
seriadas, para determinamrahgo dinamico.

- Para transformar el ARNtotal en ADNc: seqguir las ins-
trucciones dekit (pej.,High Capacity cDNA Archive Kit
de Applied Biosystems).

Cebadores de la RT

\ Primers Selection Guidelines

Oligo d(T)44 * Use to reverse transcribe only eukaryotic mRNAs and
retroviruses with poly-A tails
e Avoid long mRNA transcripts or amplicons greater than
2 kilobases upstream

Random hexamers | e Try first for use with long reverse transcripts or reverse
transcripts containing hairpin loops |
o Use to transcribe all RNA (rRNA, mBNA, and tRNA)

Sequence-specific * Use to reverse transcribe RNA-containing complementary
reverse primers sequences only

Condiciones del termociclador en la:RT

Step Type | Time : Temperature

HOLD 10 min I 25 °C
HOLD - {20min | 87 G



2) La retrotranscripcion

RT Master Mix:
Step .~ Action
1 In a 0.2-mL microcentrifuge tube, prepare a reaction mix
for all total RNA samples to be reverse transcribed. If
preparing four samples, follow the recommended volumes
shown below.
| Volume (uL)
_ Final
- | Component
P Per Reaction Conc.
: ‘ Sample Mix (x4)
RNase-free water Variable* | Variablet —
10X RT Buffer 1.0 ' 4.0 1X
25 mM MgCl, | 22 | 88 5.5 MM
- | deoxyNTPs Mixture 2.0 | 8.0 500 uM
| 2.5 mMm) per dNTP
Random Hexamers 0.5 2.0 2.5 UM
(50 uMy) .
RNase Inhibitor 0.2 0.8 0.4 U/l |
(20 U/uL) | |
| MultiScribe Reverse | 0.625 2.5 3.125 U/uL
- | Transcriptase |
| (50 U/uL)
| Total® 6.525 26.1 -
I The volume of RNase-free water (uL) will be 3.475-RNA
. sample volume in a 10-uL reaction.
- § If changing the reaction volume, make sure the final
: proportions are consistent with the recommended values
above.
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3) Obtencion de los datos

3.1. Preparacion de RCR Master Mix

PCR Master Mix for Primer Optimization

‘ Volume (uL) Volume (ulL) J Final
Component for One 50-uL | for 100 50-pL | o m:x i
| Reaction Reactions onesnwaton
Power SYBR Green 25 2500 1X
PCR Master Mix
(2X)
Forward Primer Variable Variable 50 to 900 nM
' Reverse Primer Variable Variable 50 to 900 nM
Template Variable Variable 1to 100 ng
Water Variable ‘| Variable =
Total 50 5000 —_

3.2. Preparacion y lectura de la placa de 96

Samples and endogenous controls are arranged on three plates as shown below. 50 uL of PCR master mix containing
cDNA are added to each well.

Liver = b = - - || Bladder

/ samples . : . samples
) @ -l el i~ Il
e Endogenous ~—————— | Endogenous
i | 6Xel L controls (GAPDH) — eoeeg —— "1 controls (GAPDH)

Kidney
samples

| eeeeeoe @ -1 ¢
- 2 ¢ ndogenous
2000 E 5T T controls (GARDH)

| The reactions are kept on ice until the plates are loaded on the 7300/7500 system.

Incluir controles:
-NTC.
- De la contaminacion de gendmico

Well A1



Esguema general de un ensayo de RQ

1) Disefio de un experimento de RQ
1.1. Seleccion del método de PCRngle- or Multiplex).
1.2. Eleccion de los reactivgSYBR Green or TagMan).
1.3. Definicién de los componentes.
1.4. Métodos para abordar el ensdirel ative Sandard
Curve or 44Ct Methods).
1.5. Eleccion de los cebadores y sondas.

2) La retrotranscripcion

3) Obtencion de los datos
3.1. Preparacion de RCR Master Mix.
3.2. Preparacion y lectura de la placa dgE&0 Software
v 2.0.6).

4) Analisis de los dato&500 Software v 2.0.6).




4) Analisis de los datos:

7500 Software v 2.0.6
QuantStudio Design & Analysis Software

En la nube de ThermoFisher:
(https://www.thermofisher.com/es/es/home/cloud.html)

DA Design and Analysis Application.
RQ Relative Quantification (analisis multiplaca).

(] | Orni | Date: Delta B v .D_;xclé. " :_é Celibrator: [ iver

. "%!Grientation: .
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