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Principio da PCR em Tempo Real

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real é capaz de monitorar o
progresso da PCR enquanto ela progride (ou seja, em tempo real). Os dados sao, desta
forma, coletados ao longo da PCR, ao invés de serem apenas no final da reacao. Isso
revoluciona completamente o modo de abordagem da quantificacao de DNA e RNA pela
PCR. A PCR em tempo real utiliza o momento do ciclo da reacao no qual a amplificacao
de um alvo é detectada pela primeira vez, ao invés da quantidade de alvo acumulado
apés um numero fixo de ciclos. Quanto mais alto o humero de coépias iniciais do acido
nucléico alvo, mais rapido sera observado o aumento significativo na fluorescéncia. A
PCR em tempo real também pode ser utilizada para realizar um ensaio endpoint (também
chamado “ensaio de leitura de placa”), que mede a quantidade de produto da PCR
acumulado ao final dos ciclos da reagao.

Sobre os Sistemas para Deteccao de Seqliéncias

Visao Geral: A Applied Biosystems desenvolveu dois sistemas para detectar produtos de
PCR:

. ® ) . « . .
e Sistema TaqMan (também conhecido como “ensaio para nuclease 5
fluorescente”)

®
e Sistema do corante SYBR Green |

®
Sistema TagMan

O sistema TaqMan utiliza uma sonda fluorescente para possibilitar a deteccao de um
produto especifico da PCR conforme esse se acumula durante os ciclos da reacao.

Tipos de Ensaios que Utilizam o Sistema TagMan
O sistema TagMan pode ser utilizado para os seguintes tipos de ensaios:
J RT-PCR one-step (de uma etapa) para quantificacao de RNA
o RT-PCR two-step (de duas etapas) para quantificacao de RNA
J Quantificacao de DNA/cDNA
J Discriminacao alélica

o Presenca/Auséncia utilizando um controle positivo interno (IPC)

Sistema SYBR Green |

O sistema do corante SYBR Green | utiliza o corante SYBR Green |, que possui ligacao
altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se
acumula durante os ciclos da reacgao.

A diferenga mais importante entre o sistema SYBR Green | e o sistema TaqMan é que o
SYBR Green | detectara todo DNA dupla-fita, inclusive produtos de reacao nao
especificos. Uma reacao bem otimizada é, portanto, essencial para resultados precisos.
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Tipos de Ensaio que Utilizam o Sistema SYBR Green |

O ensaio do corante SYBR Green | pode ser utilizado para os seguintes tipos de ensaios:
J RT-PCR one-step (de uma etapa) para quantificacao de RNA

J RT-PCR two-step (de duas etapas) para quantificacao de RNA

. Quantificacao de DNA/cDNA

Sistema TagMan

Histérico

Inicialmente, foram utilizados corantes intercalantes do DNA para medir os produtos da
PCR em tempo real. A desvantagem desses corantes é que podem detectar nao apenas o

acumulo de produtos especificos, como também o acumulo de produtos nao especificos
da PCR.

Desenvolvimento do Sistema TagMan

Os sistemas em tempo real para PCR foram aperfeicoados pela introducao de sondas
marcadas com fluorescéncia que utilizam atividade nuclease 5" da Taq DNA polimerase.
A disponibilidade destas sondas fluorescentes permitiu o desenvolvimento de um
método em tempo real para deteccao somente de produtos de amplificacao especificos.

Como o Funciona o Sistema TaqgMan

O sistema TaqMan utiliza uma sonda fluorescente para permitir a deteccao de um
produto especifico da PCR conforme este se acumula durante os ciclos da PCR. Eis aqui
como ele funciona:

Etapas do Processo

1. Uma sonda (oligonucleotideo) é construida contendo um corante reporter fluorescente
na extremidade 5° e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3'. Enquanto a
sonda esta intacta, a proximidade do quencher reduz bastante a fluorescéncia emitida
pelo corante reporter através da transferéncia de energia por ressonancia de
fluorescéncia (FRET) através do espaco.

2. Se a sequiéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo apés um dos primers e é
clivada através da atividade da nuclease 5" da Taq DNA polimerase enquanto o primer é
estendido.

3. Esta clivagem da sonda:

e Separa o corante reporter do corante quencher, aumentando o sinal do corante
reporter.

* Remove a sonda da fita alvo, permitindo que a extensao do primer continue até o
final da fita molde. Assim, a inclusdao da sonda nao inibe o processo geral da
PCR.



4. Moléculas adicionais do corante reporter sao clivadas de suas respectivas sondas em
cada ciclo, resultando em um aumento na intensidade de fluorescéncia, que é
proporcional a quantidade de amplicon produzido.

Dois Tipos de Sondas TaqMan®
A Applied Biosystems oferece dois tipos de sondas TagMan:

®
o Sondas TagMan (com corante TAMRA™ como o corante quencher)
J Sondas TaqMan® MGB

®
Sondas TagMan MGB Recomendadas para Ensaios de Discriminacao Alélica

A Applied Biosystems recomenda o uso das sondas TagMan MGB para os ensaios de
discriminacao alélica, principalmente quando as sondas TagMan convencionais excedem
30 nucleotideos. As sondas TagMan MGB contém:

e Um quencher nao-fluorescente na extremidade 3" — Os instrumentos SDS podem
medir as contribuicoes do corante reporter mais precisamente, pois o quencher
nao fluoresce.

e Um minor groove binder na extremidade 3" — O minor groove binder aumenta a
temperatura de melting (Tm) das sondas, permitindo o uso de sondas menores.

Conseqlientemente, as sondas TaqgMan MGB apresentam diferencas maiores nos valores
Tm entre as sondas especificas e nao especificas, o que fornece uma discriminacao
alélica mais precisa.

Vantagens do sistema TaqgMan
As vantagens do sistema TaqMan sao as seguintes:

e E necessario a hibridizacdo especifica entre a sonda e o alvo para gerar sinal
fluorescente.

e As sondas podem ser marcadas com corantes reporter distintos e distinguiveis,
os quais permitem a amplificacao de duas seqiiéncias distintas em um mesmo
tubo de reacao.

e O poés-processamento da PCR é eliminado, o que reduz a mao-de-obra do ensaio e
os custos de materiais.

Desvantagem do Sistema TagMan

A principal desvantagem do sistema TaqMan é a necessidade de sintese de diferentes
sondas para sequiéncias distintas.



Sistema SYBR® Green |
Histérico
Pequenas moléculas que se ligam ao DNA dupla-fita podem ser divididas em duas
classes:
¢ Intecalantes
e Minor-groove binders

Independentemente do método de ligacao, ha duas exigéncias para um corante de
ligacdo ao DNA ser utilizado para deteccao em tempo real da PCR.

e Aumento da fluorescéncia quando ligado ao DNA dupla-fita.
¢ Nenhuma inibicao da PCR

A Applied Biosystems desenvolveu condicées que permitem o uso do corante SYBR
Green | na PCR sem inibicao da reacao, e aumento da sensibilidade de deteccao quando
comparado ao brometo de etidio.

Como funciona o Sistema SYBR® Green |

O sistema SYBR Green | utiliza corante SYBR Green | para detectar produtos da reacao
em cadeia de polimerase (PCR) através da ligacao ao DNA dupla-fita formado durante a
reacao. Eis aqui como ele funciona:

Etapas do Processo

Quando o corante SYBR Green | é adicionado a amostra, ele imediatamente se liga a todo
DNA dupla-fita presente na amostra.

®
1. Durante a PCR, a DNA Polimerase AmpliTaq Gold amplifica a seqiiéncia alvo, o
que cria os produtos da PCR, ou “amplicons’.

2. O corante SYBR Green | se liga a cada nova copia de DNA dupla-fita.

3. Conforme a PCR progride, mais amplicons sao criados. Como o SYBR Green | se
liga a todo DNA dupla-fita, o resultado é um aumento na intensidade da
fluorescéncia proporcional a quantidade de produto gerado pela PCR.

Vantagens do SYBR Green |
As vantagens do sistema do corante SYBR Green | sdao as seguintes:

e Pode ser utilizado para monitorar a amplificacao de qualquer seqiiéncia de DNA
dupla-fita.

* Nao é necessario sonda, o que reduz a configuracao do ensaio e os custos de
execugao.



Desvantagem do SYBR Green |

A principal desvantagem do sistema SYBR Green | é poder gerar sinais falso-positivos,
ou seja, ele também pode se ligar a seqliéncias nao especificas de DNA dupla-fita uma
vez que a molécula de SYBR Green | se liga a qualquer DNA dupla-fita.

Consideracoes Adicionais

Outro aspecto da utilizacao dos corantes de ligacao ao DNA é que multiplos corantes se
ligam a uma unica molécula amplificada. Isso aumenta a sensibilidade de deteccao para
produtos de amplificacao. Uma conseqiiéncia da ligacao de multiplos corantes é que a
quantidade de sinal é dependente da massa de DNA dupla-fita produzido na reacao.
Assim, se as eficiéncias de amplificacao sao as mesmas, a amplificacao de um produto
mais longo ira gerar mais sinal do que um mais curto. Com a utilizacao da sonda
fluorescente, um unico fluoréforo é liberado da supressdo pelo quencher para cada
molécula amplificada sintetizada, independentemente do seu comprimento.

Sobre Ensaios de Quantificacao
O que é um Ensaio de Quantificacao?

Um ensaio de quantificacao é um ensaio da PCR em tempo real. Esse ensaio mede
(quantifica) a quantidade de acido nucléico alvo durante cada ciclo de amplificacdo da
PCR. O alvo pode ser DNA, cDNA, ou RNA. Ha trés tipos de Ensaios de Quantificacao
discutidos nesse manual:

¢ Quantificacdo de DNA/cDNA

¢ Quantificacao de RNA utilizando reacao em cadeia de polimerase com transcricao
reversa (RT-PCR) one step (de uma etapa).

¢ Quantificacao de RNA utilizando RT-PCR two step (de duas etapas)

Termos Utilizados na Analise de Quantificacao
Amplicon: Um curto segmento de DNA gerado pelo processo da PCR.

Grafico da amplificacao (Amplification Plot): O grafico do sinal fluorescente em
comparacao ao humero do ciclo

Baseline: Os ciclos iniciais da PCR, nos quais ha pequena alteracao no sinal fluorescente
Ct (ciclo threshold): O numero do ciclo no qual a fluorescéncia passa o threshold

NTC (no template control) - Uma amostra que ndo contém o alvo. E utilizado para
verificar a qualidade da amplificacao.

Acido nucléico alvo (farget template) — Seqiiéncia de DNA ou RNA que vocé deseja
amplificar.

Referéncia passiva: Um corante que fornece uma referéncia interna para a qual o sinal do
corante reporter pode ser normalizado durante a analise dos dados. A normalizacao é
necessaria para corrigir as flutuacées causadas por alteracoes na concentracao ou



volume. Um corante de referéncia passiva esta incluido em todos os kits de reagentes da
Applied Biosystems.

Rn (reporter normalizado): A intensidade de emissao de fluorescéncia do corante
reporter dividida pela intensidade de emissao de fluorescéncia do corante da referéncia
passiva.

Rn+: O valor Rn da reacao contendo todos os componentes, incluindo o template
Rn-: O valor Rn de uma amostra nao reagente. O valor Rn pode ser obtido a partir de :

e Ciclos iniciais de uma PCR em tempo real (aqueles ciclos antes de um aumento
detectavel na fluorescéncia), OU

¢ Uma reacao que nao contenha nenhum template

ARnN (delta Rn): A magnitude do sinal gerado por um determinado conjunto de condicoes
da PCR. O valor ARn é determinado pela seguinte férmula: (Rn+) — (Rn-)

Padrao: Uma amostra de concentracao conhecida utilizada para construir uma curva
padrao. Correndo padroes de concentracoes variadas, vocé cria uma curva padrao da
qual vocé pode extrapolar a quantidade de uma amostra desconhecida.

Threshold: O desvio padrao médio de Rn para os ciclos iniciais da PCR, multiplicado por
um fator ajustavel. O threshold deve ser ajustado na regiao associada com um
crescimento exponencial do produto da PCR.

Desconhecida: Uma amostra contendo uma quantidade de template desconhecida. Esta é
a amostra cuja quantidade vocé quer determinar.

Como Funcionam os Ensaios de Quantificacao para PCR em
Tempo Real

Nos ciclos iniciais da PCR, ha uma pequena alteracao no sinal de fluorescéncia. Essa
define o Baseline para o grafico de amplificacao. Um aumento na fluorescéncia acima do
Baseline indica a detec¢ao de alvo acumulado. Um threshold de fluorescéncia fixa pode
ser ajustado acima do Baseline. O parametro CT (ciclo threshold) é definido como o ciclo
no qual a fluorescéncia ultrapassa o threshold.

Quantificacao Relativa e Quatificacao Absoluta
Visao Geral

Para calcular os resultados dos seus ensaios de quantificacdo, vocé pode utilizar
quantificacao absoluta ou relativa.

O que é Quantificacao Absoluta?

O ensaio de quantificagao absoluta é utilizado para quantificar amostras desconhecidas
interpolando suas quantidades a partir de uma curva padrao.



Exemplo

A quantificacédo absoluta deve ser utilizada para correlacionar o numero de copias virais
com um estado de uma doenca. E de interesse para o pesquisador saber o numero exato
de coépias do RNA alvo em uma determinada amostra biolégica para monitorar o
progresso da doenca.

A quantificacao absoluta pode ser realizada com os dados de todos os instrumentos
SDS, no entanto, as quantidades absolutas dos padroes devem ser conhecidas
inicialmente por algum método independente.

O que é Quantificacao Relativa?

Um ensaio de quantificacao relativa é utilizado para analisar alteracées na expressao
génica em uma determinada amostra relativa a outra amostra de referéncia (tal como uma
amostra controle nao tratada).

Exemplo

A quantificacao relativa deve ser utilizada para medir a expressao génica em resposta a
um medicamento. O nivel de expressao génica de um gene especifico em uma amostra
tratada pelo medicamento seria comparada em relacao ao nivel de expressao génica
desse mesmo gene em uma amostra nao tratada.

Métodos de Calculo para a Quantificacao Relativa

A quantificacao relativa pode ser realizada com dados de todos os instrumentos SDS. Os
métodos de calculo utilizados para quantificacao relativa sao:

J Método da Curva Padrao
e Método CT Comparativo

Determinacao do Método a Ser Utilizado

Todos os métodos podem oferecer resultados equivalentes. Ao determinar o método que
vocé deseja utilizar, observe o seguinte:

J Realizar amplificagoes do alvo e do controle endégeno em tubos separados
utilizando o método de analise de curva padrao exige uma menor quantidade de
otimizacao e validacao.

o Para utilizar o método CT comparativo, um experimento de validacao deve ser
realizado para mostrar se as eficiéncias das amplificacées do alvo e do controle
enddégeno sao aproximadamente iguais. A vantagem de utilizar o método CT
comparativo é que nao é necessario utilizar uma curva padrao. Isso aumenta o
rendimento, pois nao é mais necessario a utilizacao dos pocos para as
amostras da curva padrao. Isso também elimina a possibilidade de qualquer
erro de diluicao das amostras para montagem da curva padrao.

J Para amplificar o alvo e o controle endégeno no mesmo tubo, as concentracoes
limitantes de primer devem ser identificadas e nao devem afetar os valores CT.
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Ao executar as duas reacoes no mesmo tubo, o rendimento é maior e os efeitos
dos erros de pipetagem sao reduzidos.

Termos Utilizados
Os seguintes termos sao utilizados nesta discussao de quantificacao absoluta e relativa.

Padrao: Uma amostra de concentracao conhecida utilizada para construir uma curva
padrao.

Referéncia: Um sinal ativo ou passivo utilizado para normalizar os resultados
experimentais. Os controles endégenos e exogenos sao exemplos de referéncias ativas.
Referéncia ativa significa que o sinal é gerado como resultado da amplificacao da PCR. A
referéncia ativa apresenta seu préprio conjunto de primers e sondas.

Controle endogeno: RNA ou DNA presente isoladamente em cada amostra experimental.
Ao utilizar um controle endégeno como uma referéncia ativa, vocé pode normalizar a
quantificacao de um RNA mensageiro (mRNA) alvo para diferencas na quantidade de
RNA total adicionado a cada reacao.

Controle exogeno: RNA ou DNA conhecido inserido em cada amostra numa
concentracao conhecida. Uma referéncia exdégena ativa € normalmente uma construcao
in vitro que pode ser utilizada como um controle positivo interno (IPC) para diferenciar os
verdadeiros alvos negativos da inibicao da PCR. Uma referéncia exégena também pode
ser utilizada para normalizar diferencas na eficiéncia da extracao da amostra ou da
reacao para sintese de DNA complementar (cDNA) pela transcriptase reversa. Se uma
referéncia ativa for utilizada ou nao, é importante sempre utilizar uma referéncia passiva
contendo o corante ROX, para normalizar flutuacoes no sinal fluorescente nao
relacionadas a PCR.

Quantidade do alvo normalizada: O menor nhumero de unidades que pode ser utilizado
para comparar a quantidade relativa do alvo em diferentes amostras.

Calibrador: Uma amostra utilizada como a base para resultados comparativos.

Método da Curva Padrao para Quantificacao Relativa
Visao Geral

E facil preparar curvas padrdes para quantificacdo relativa, pois a quantidade é expressa
relativa a uma amostra de referéncia, tal como o calibrador. Para todas as amostras
experimentais, a quantidade do alvo é determinada a partir da curva padrao e dividida
pela quantidade alvo do calibrador. Assim, o calibrador se torna a amostra 1x e todas as
outras quantidades sao expressas como uma diferenca de n vezes em relacao ao
calibrador. Como um exemplo, em um estudo do efeito de um medicamento na expressao
génica, o controle nao tratado seria um calibrador apropriado.

Instrucoes Importantes

As instrucoes abaixo sao importantes para o uso apropriado do método de curva padrao
para quantificacao relativa.
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e E importante que o DNA ou RNA estoque seja diluido com precisdo, mas as
unidades utilizadas para expressar esta diluicao sao irrelevantes. Se utilizar uma
diluicdo na ordem de duas vezes, de uma preparacao de RNA total de uma
linhagem celular controle, para construir uma curva padrao, as unidades podem
ser os valores de diluicao 1; 0,5; 0,25; 0,125; e assim por diante. Ao utilizar o
mesmo RNA ou DNA estoque para preparar as curvas padrao para multiplas
placas, as quantidades relativas determinadas podem ser comparadas entre as
placas.

e E possivel utilizar uma curva padrdo de DNA para quantificacdo relativa de RNA.
Isso requer a suposicao de que a eficiéncia da transcricao reversa do alvo seja a
mesma em todas as amostras, mas o valor exato desta eficiéncia nao precisa ser
conhecido.

e Para a quantificacao normalizada para um controle endégeno, curvas padrao sao
preparadas para o alvo e para o controle endégeno. Para cada amostra
experimental, a quantidade do alvo e do controle endégeno é determinada a partir
de uma curva padrao apropriada. Entdao, a quantidade alvo é dividida pela
quantidade do controle enddogeno para obter um valor alvo normalizado.
Novamente, uma das amostras experimentais € o calibrador ou a amostra 1x.
Cada valor alvo normalizado é dividido pelo valor do calibrador (também
normalizado pelo seu endégeno), para criar os niveis de expressao relativa.

Controle Endégeno

A amplificacdo de um controle endégeno pode ser realizada para padronizar a
quantidade da amostra de RNA e DNA adicionada a reacao. Para a quantificacdao da
expressao génica, os pesquisadores tém utilizado como um controle endégeno a B-
actina, o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), o RNA riboss6mico (rRNA), ou
outros RNAs.

Padroes

Visto que a quantidade de amostra é dividida pela quantidade do calibrador, a unidade da
curva padrao desaparece. Assim, tudo que é necessario para os padroes é que sejam
conhecidas suas diluicoes relativas. Para a quantificacao relativa, isso significa que
qualquer DNA ou RNA estoque contendo o alvo apropriado pode ser utilizado para
preparar uma curva padrao.

Método CT Comparativo para Quantificacao Relativa

O método CT comparativo é semelhante ao método da curva padrao, exceto pelo fato que

-AACT ~
este utiliza a formula aritmética 2 para atingir o mesmo resultado para a quantificacao
relativa.
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Formulas Aritméticas:

Para o método CT comparativo seja validado, a eficiéncia da amplificacao do alvo (seu
gene de interesse) e a eficiéncia da amplificacao da referéncia (seu controle endégeno)
devem ser aproximadamente iguais.

Para mais informacGes sobre a utilizacao do método CT comparativo para a
quantificacao relativa, consulte o Manual do Usuario N2 2: Quantificacao Relativa de
Expressao Génica (PN 4303859).

Método da Curva Padrao para Quantificacao Absoluta

Visao Geral

O método de curva padrao para quantificacao absoluta é semelhante ao método de curva
padrao para quantificacao relativa, exceto que as quantidades absolutas dos padroes
devem ser inicialmente conhecidas através de algum método independente.

Instrucdes Importantes

As instrucoes abaixo sao importantes para o uso apropriado do método de curva padrao
para quantificacao absoluta.

e E importante que o DNA ou RNA seja uma de espécie unica e pura. Por exemplo, o
DNA plasmidial preparado a partir de E. coli freqlientemente esta contaminado
com RNA, o que aumenta a medido de Ay, e, consequentemente aumenta o
numero de copias determinadas para o plasmideo.

e E necessaria uma pipetagem precisa, pois os padrées devem ser diluidos em
varias ordens de magnitude. O DNA plasmidial ou RNA transcrito in vitro devem
ser concentrados para medir um valor A, preciso. Esse RNA ou DNA
concentrado deve entdo ser diluido 10°%-10'> vezes para estar em uma
concentracao semelhante ao alvo nas amostras bioldgicas.

e A estabilidade dos padroes diluidos deve ser considerada, principalmente para o
RNA. Divida os padrées diluidos em pequenas aliquotas, armazene-as a -802C e
descongele-as somente uma hora antes do uso.

Geralmente nao é possivel usar o DNA como um padrao para quantificaciao absoluta de
RNA, pois nao ha um controle quanto a eficiéncia da etapa de transcricao reversa.

Construcao de Curva Padrao para Quantificacao Absoluta

As quantidades absolutas dos padroes devem ser conhecidas em primeiro lugar através
de algum método independente. O DNA plasmidial e o RNA transcrito in vitro sao
comumente utilizados para preparar padrées absolutos. A concentracdao é medida pelo
A260 e convertida ao numero de copias utilizando o peso molecular do DNA ou RNA.

IMPORTANTE! As orientacGes a seguir para construcao da Curva Padrao complementam
o documento “Creating Standard Curves with Genomic DNA or Plasmid DNA Templates
for Use in Quantitative PCR” disponivel em
http://www.appliedbiosystems.com/support/tutorials/pdf/quant pcr.pdf
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Curva Padrao de DNA:

1. Amplificar o segmento de DNA alvo do teste, utilizando preferencialmente primers
externos, por meio de PCR convencional.

2. Clonar o produto da PCR acima por meio de ligacdo a vetor do tipo plasmideo e
replicacdao em bactérias competentes.

3. Selecionar cerca de 5 a 10 colonias que apresentem o plasmideo recombinante e
isolar o DNA por meio de miniprep.

4. Confirmar a presenca do inserto (segmento alvo) nas coldnias selecionadas por meio
de PCR e/ou seqlienciamento.

5. Linearizar o clone contendo o inserto de interesse por meio de digestao com enzima
de restricao com sitio Unico na regiao “polylinker” do plasmideo (esta informacao consta
do mapa do plasmideo, no manual que acompanha o kit de clonagem). Certifique-se de
que o produto de PCR que foi clonado nao possui sitio de restricao para a enzima
selecionada.

6. Purificar o produto da reacao acima utilizando acetato de sédio e etanol e verificar a
presenca de uma uUnica banda do tamanho esperado (plasmideo + inserto) por
eletroforese em gel de agarose.

7. Quantificar de forma precisa o DNA acima.

8. Utilizar os seguintes parametros para converter a concentracao obtida em ng/uL para
n° moléculas/uL: PM médio de 1 pb de DNA =649 g/mol; 1 mol = 6,02 x 1023 moléculas.

9. Realizar as diluicoes seriadas utilizando algum tipo de carreador como diluente
(recomendamos Yeast tRNA 100 ng/uL, Ambion P/N AM7119).

Curva Padrao de RNA:

1. Amplificar o segmento alvo do teste por meio de transcricao reversa e PCR
convencional (protocolo “one” ou “two-step”), utilizando preferencialmente primers
externos.

2. Clonar o produto da PCR acima por meio de ligacao a um plasmideo contendo
promotor T7, SP6 ou T3 e replicacao em bactérias competentes.

3. Selecionar cerca de 5 a 10 colonias que apresentem o plasmideo recombinante e
isolar o DNA por meio de miniprep.

4. Identificar, por seqiienciamento, as colénias que apresentam o inserto (segmento
alvo) na orientacao correta para transcricao por seqiienciamento.

5. Linearizar o clone contendo o inserto de interesse por meio de digestao com enzima
de restricao com sitio unico na regiao “polylinker” do plasmideo correspondente a
extremidade 3’ do transcrito esperado (esta informacao consta do mapa do plasmideo,
no manual que acompanha o kit de clonagem). Certifique-se de que o produto de PCR
que foi clonado nao possui sitio de restricao para a enzima selecionada.

6. Transcrever com a RNA polimerase apropriada (recomendamos a utilizacao do
“MEGAscript® High Yield Transcription Kit” da Ambion P/N AM1330, AM1333 e AM1338
para as RNAs polymerases SP6, T7 e T3, respectivamente). Tratar o produto da
transcricao com Dnase antes de prosseguir para a proxima etapa.

7. Purificar o transcrito (recomendamos a utilizacao do MEGAclear™ Kit da Ambion P/N
AM1908). Concentrar o transcrito utilizando acetato de amoénia (incluso no Kkit).

8. Quantificar de forma precisa o trasncrito acima.

9. Utilizar os seguintes parametros para converter a concentracao obtida em ng/uL para
n° moléculas/uL: PM médio de 1 b de ssRNA = 320 g/mol; 1 mol = 6,02 x 10223 moléculas.
10. Realizar as diluicoes seriadas utilizando algum tipo de carreador como diluente
(recomendamos Yeast tRNA 100 ng/uL, Ambion P/N AM7119).
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Guia para Quantificacao Relativa da Expressao
Génica Utilizanda PCR Quantitativa em Tempo
Real
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Introducao: PCR em Tempo Real e Quantificacao Relativa da
Expressao Génica

1. Introducao

A PCR Quantitativa em Tempo Real oferece aos pesquisadores uma ferramenta poderosa
para a quantificacao de acidos nucléicos alvos. Para entender o valor que a PCR em
tempo real proporciona sobre os métodos tradicionais de PCR e para obter informacoes
sobre quimicas e estratégias vocé pode rever:

Real Time PCR vs. Traditional PCR (PCR _em Tempo Real em comparacido a PCR
Tradicional

Essentials of Real Time PCR (Informacoes Essenciais sobre a PCR em Tempo Real)

Este tutorial o guiara na realizacao da quantificacao relativa da expressao génica usando
tecnologias de PCR em tempo real desenvolvidas pela Applied Biosystems. Ele o ajudara
a entender os fundamentos da quantificacao relativa e fornecera orientacoes para
selecionar ensaios, estratégias experimentais e métodos de analise de dados. As
informacoes apresentadas sao relevantes para instrumentacao, reagentes e consumiveis
fornecidos pela Applied Biosystems. Este tutorial se estende em muitos dos topicos que
sao introduzidos no User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression (Boletim
do Usuario n2. 2: Quantificacao Relativa da Expressao Génica).

Ao longo deste tutorial ha muitos hyperlinks para sites externos, documentacao e links
para paginas dentro deste documento. Apos acessar um destes hyperlinks, clicar no
botao back (voltar) no seu navegador para retornar ao local original no documento.

; Applied Biosystems | Gene Expression - assay repork - Microsoft Inte

File Edit Miew Favorites Tools  Help

| GBack » = - (D (4] &) Qisearch [EFavorites Media 04
|
i
I

Bddress !Ej http:/ fneescience. appliedbiosystemns . com/cdsEntry Results/tagman_re

e A Applied Biosystems oferece uma variedade de sistemas, nos quais a PCR
Quantitativa em Tempo Real pode ser realizada. Todas op¢coes de instrumentos de
PCR em tempo real podem ser encontradas no site da Applied Biosystems
(http://www.appliedbiosystems.com)

2. O que é Quantificacao Relativa?

Os métodos para Quantificacdo Relativa da Expressao Génica permitem quantificar
diferencas no nivel de expressiao de um alvo especifico (gene) entre as diferentes
amostras. A producao de dados é expressa como uma alteracao ou uma diferenca no
numero de vezes nos hiveis de expressao. Por exemplo, vocé verificar a alteracdao na
expressao de um gene em particular em um determinado periodo de tempo nas amostras
tratadas em comparacao a amostras nao tratadas. Para esse estudo hipotético, vocé
pode escolher uma amostra de calibrador (ou seja, nao tratada no dia 0) e um gene de
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controle endégeno para normalizar seus resultados. Para todas as amostras, tanto os
niveis dos genes alvos e controle enddogeno seriam avaliados pela PCR em tempo real.
Os resultados (niveis do alvo normalizados pelos niveis do controle enddgeno) seriam
expressos em um formato como "No dia 30, a amostra A apresentou um nivel de
expressao do gene alvo 10 vezes maior do que no dia 0”.

Se desejar obter quantidades absolutas dos genes alvos, vocé precisa realizar a
quantificacao absoluta, que esta além do escopo deste documento.

3. Termos e Acronimos

Os seguintes termos e acronimos sao usados ao longo deste documento. Informacoes
adicionais sobre definicoes especificas estdao disponiveis no Apéndice ou clicando nos
links apropriados.

Termos/ Acronimos Definicao

Referéncia Ativa Um sinal ativo usado para normalizar os resultados
experimentais. Os controles enddgenos sao exemplos de
uma referéncia ativa. Referéncia ativa significa que o sinal
é gerado como resultado da amplificacao da PCR. A
referéncia ativa tem seu préprio conjunto de primers e

sonda.
Amplicon Um produto de PCR gerado a partir de um template de
DNA ou cDNA.
Eficiéncia de A taxa na qual um amplicon da PCR é gerado, geralmente
amplificacao medida como um valor percentual. Se um amplicon dobrar

em quantidade durante a fase geométrica de amplificagao
da PCR, entao se diz que a PCR foi 100% eficiente. O valor
designado para a eficiéncia de uma reacao de PCR é uma
medida de desempenho global do ensaio de PCR em
tempo real.

Baseline O sinal fluorescente de fundo (Background) emitido
durante os primeiros ciclos da PCR antes do instrumento
de PCR em tempo real detectar a amplificacao do produto
da PCR.

Calibrador Uma amostra utilizada como base para resultados de
expressao comparativa

Cr Ciclo threshold. O C; é o numero do ciclo no qual a
fluorescéncia gerada dentro de uma reacao cruza a linha
threshold. Os valores de C; sao logaritmicos e sao usados
diretamente (método C; comparativo) ou indiretamente
(interpolacao para curvas padroes para criar valores
lineares) para as analises quantitativas.

Produtos de Custom TaqMan® Gene Expression Assays (Ensaios de
Expressao Génica Expressao Geénica Custom TaqMan®) sao produtos
Custom TagMan®' desenhados, sintetizados e entregues como cojuntos de

primers e sonda MGB TaqgMan® pré-misturados baseados
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nas informacoes de seqliéncia enviadas pelo cliente.

Produtos de
Genotipagem
Custom TagMan®?

Custom TaqMan® Genotyping Assays (Ensaios de
Genotipagem  Custom TagMan®) sao produtos
desenhados, sintetizados e entregues como conjuntos de
primers e sonda MGB TaqMan® pré-misturados baseados
nas informacoes de seqtiéncia enviadas pelo cliente.

Faixa de dinamica

A faixa (maxima para minima) de concentracdes de
amostra ou quantidade inicial que um determinado ensaio
é capaz de detectar.

Controle enddégeno

Sequiéncia de um gene contida em uma amostra que é
usada para normalizar as quantidades do alvo. Além da
sequiéncia alvo, um controle endégeno é quantificado
como um meio de correcao dos resultados que podem ser
distorcidos pelas diferencas da quantidade inicial de acido
nucléico. Os controles enddégenos sao exemplos de uma
referéncia ativa.

Réplica experimental

Uma amplificacdao que usa os mesmos reagentes da PCR
como em outra amplificacao e que usa templates de
amostras semelhantes, porém nao idénticas. As réplicas
experimentais fornecem informacoes sobre a precisao
geral do experimento. Por exemplo, se vocé deseja
examinar o efeito do tratamento com um medicamento no
nivel de expressao do mRBRNA de camundongo, vocé
trataria varios camundongos de forma idéntica com o
medicamento para determinar a variacao de resposta na
populacado de camundongos. Um grupo de dez
camundongos representaria dez réplicas experimentais.

Réplica idéntica

Uma amplificacao realizada em multiplos pocos usando a
mesma preparacao de template e os mesmos reagentes da
PCR. As réplicas idénticas fornecem:

* Preservacao de dados: Se a amplificacao falhar em um
poco, as réplicas em outros pocos podem,
potencialmente, fornecer os dados.

¢ Monitoramento: As réplicas podem ser usadas para
monitorar a precisao da amplificacdo da PCR e das
etapas de deteccao.

Referéncia Passiva

Um corante que forneca uma referéncia de fluorescéncia
interna para a qual um sinal do corante reporter pode ser
normalizado durante a analise dos dados. O corante de
referéncia nao participa da PCR. Esta normalizacao corrige
as flutuacoées de fluorescéncia que sao causadas por
alteracdées na concentracao ou no volume da reacao. A
falha em usar um corante de referéncia passiva pode
comprometer a precisa quantificacao do alvo. A Applied
Biosystems incorpora o corante ROX™ como referéncia
passiva interna em todos os ensaios de PCR em tempo
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real.

PDAR TagMan®

TagMan® Pre-Developed Assay Reagents (Reagentes de
Ensaio Pré-Desenvolvidos TagMan®) (PDARs TaqMan®)
sao conjuntos de primers e sondas desenhados para
amplificar sequiéncias do alvo especifico e do controle
endégeno em amostras de cDNA usando o ensaio da
nuclease 5.

Testes de Estatiticos
de Precissao

Etapa de Amplificacao e Deteccao: O grau para o qual as
réplicas idénticas fornecem valores semalhantes (grau de
concordancia). Este tipo de precisdao pode ser usado para
monitorar a precisao da pipetagem do reagente e do
template, homogeneidade do template e desempenho do
instrumento.

Experimental: O grau para o qual
experimentais fornecem valores semelhantes.

as réplicas

Observacao: Para quantificacao relativa, uma melhor
precisdao (idéntica e experimental) permite que menores
diferencas no numero de copias de um acido nucléico
sejam distinguidas com maior confianca estatistica.

Orientacoes para
desenvolvimento de
ensaios rapidos

Uma série de orientacoes sobre o desenho de
experimentos desenvolvidas pela Applied Biosystems
especificam:

¢ O uso dos Ensaios Genéomicos da Applied Biosystems
ou desenho automatizado de primer e sonda usando o
Software Primer Express ®

e O uso de TagMan® Universal PCR Master Mix ou
SYBR® Green | PCR Master Mix (fornece
concentracoes padronizadas dos componentes e
simplifica a configuracao do ensaio)

e Os parametros de ciclagem universais (permite que
varios ensaios sejam executados na mesma placa)

e Concentracoes padroes do primer e da sonda (para
eliminar a otimizacao do ensaio).

Gene de Referéncia

Um sinal fluorescente ativo usado para normalizar os
resultados experimentais. Os controles endogenos e
exogenos sao exemplos de referéncia ativa. Uma
referéncia ativa gera o sinal como resultado da
amplificacao da PCR usando seu proprio conjunto de
primers/sonda.

Padroes Uma amostra de concentracao conhecida usada para
construir uma curva padrao.

Ensaios de Ensaios de Expressdo Génica TagMan® sao ensaios de

Expressao Génica expressao g¢énica pré-formulados e Dbiologicamente

TagMan®® informativos para rapida deteccdo e quantificacdo de
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transcritos de mRNA de ratos, camundongos e seres
humanos. Cada produto é entregue como um pré-mix de
primers e sonda MGB TagMan® em uma concentracdo de

20X.
Ensaios de Ensaios de Genotipagem TaqMan® sdo conjuntos de
Genotipagem primers e sonda validados, biologicamente informativos
TagMan® para deteccdao de SNPs humanos. Cada produto é

entregue como um pré-mix de primers e sondas MGB
TagMan® em uma concentracéo de 20X.

Sondas MGB Sondas fluorescentes que sao desenhadas e sintetizadas
TagMan® como sondas MGB TagMan® que contém um motivo
minor-groove-binding que aumenta a diferenca Tm entre
as sondas que se anelam perfeitamente das que nao se
anelam perfeitamente. Além disso, as sondas MGB
TagMan® contém um quencher nao fluorescente que
fornece melhor resolucao espectral quando sao utilizados
multiplos fluoréforos em uma reacao. As sondas MGB
TagMan® sdo ideais para o uso tanto em ensaios de
expressao génica como em ensaios de analise de SNP.

Alvo Uma seqiiéncia de RNA ou DNA ou gene de interesse.

Amostra Uma amostra comparada com um calibrador como um
meio de testar uma alteracao no parametro (por ex., o nivel
de expressao de um gene) apos uma intervencao como um
tratamento com medicamento, transformacao em tumor,
tratamento com fator de crescimento e outros.

Threshold Um nivel d sinal reporter normalizado que é usado para
determinacao do CT nos ensaios de Real Time. Ele deve
ser ajustado acima do Baseline, mas deve ser
suficientemente baixo para se encontrar dentro da regiao
de crescimento exponencial de wuma curva de
amplificacado. O numero do ciclo no qual o sinal
fluorescente associado a um acumulo de amplicon cruza o
threshold é referido como CT.

1 ® ®
Também referido como TagMan Assays-By-Design para Produtos de Expressao Génica.

2 ® ®
Também referido como TagMan Assays-By-Design para Ensaios de SNP.
3 ® ™
Também referido como TagMan Assays-on-Demand para Produtos de Expressao Génica.

4 ® ™
Também referido como TagMan Assays-By-Design para Produtos de Genotipagem SNP.

4. Quantificacao Relativa da Expressao Génica Exige Quantificacao de Dois Genes
Diferentes (Alvo e Controle Endégeno)

Para obter uma quantificacao relativa do mRNA alvo com precisao, recomenda-se que
também seja avaliado o nivel de expressdao de um controle endégeno. Ao usar um
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controle endégeno como uma referéncia ativa, vocé pode normalizar a quantificacao dos
alvos quanto as diferencas na quantidade do acido nucléico total adicionada inicialmente
em cada reacao. Por exemplo, se vocé determinar que o calibrador apresenta uma
quantidade duas vezes maior de controle endégeno do que uma amostra em teste, vocé
esperaria que a amostra do calibrador apresentasse inicialmente duas vezes mais cDNA
do que a amostra em teste. Portanto, vocé teria que normalizar o alvo da amostra em
teste em duas vezes, para quantificar precisamente as diferencas no nivel de expressao
do alvo entre o calibrador e as amostras em teste. Alguns fatores que podem causar
diferencas na quantidade de amostra de RNA total:

¢ Quantificacao imprecisa do RNA apds a extracao
¢ Integridade do RNA

* Pipetagem imprecisa

5. Fatores que Afetam a Precisao dos Resultados da PCR em Tempo Real

Uma variedade de fatores deve ser considerada na configuracao da PCR em tempo real.
Durante a configuracao inicial é importante incluir réplicas idénticas para cada amostra.
O uso destas réplicas pode ajudar na identificacao de problemas de precisdo. Apos
realizar uma PCR em tempo real, vocé pode aferir a precisdao dos resultados. Se as as
réplicas idénticas das amostras apresentarem um desvio padrdao de C; >0,3 e/ou uma
curva padrao apresentar um coeficiente de correlacdo (valor R?) <0,99, a precisdo dos
dados é questionavel. Alguns experimentos somente podem tolerar apenas pequena
variacao entre as réplicas idénticas, por exemplo, se vocé estiver procurando por
pequenas variagées na expressao de um alvo. E importante considerar que devido a
distribuicao estatistica, sempre ha um alto nivel de variacido de C; quando as
quantidades do alvo se aproximam de uma unica copia (valores de C; de 34 — 40).
Portanto, amostras que produzem valores de C; nesta faixa inevitavelmente originarao
uma menor precisiao e, conseqlientemente, menor capacidade em detectar pequenas
alteracoes.

Algumas praticas, descritas a seguir, ajudarao a atingir resultados mais precisos da PCR
em tempo real .

a. Usar RNA de alta qualidade

Amostras de RNA de baixa qualidade nao originam bons resultados da PCR em tempo
real. Uma preparacao de RNA de baixa qualidade pode ser caracterizada por um ou mais
dos seguintes fatores:
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Tabela 1: Efeitos de uma amostra de RNA de baixa qualidade nos resultados da PCR

Caracteristicas de uma

amostra de RNA de baixa Impacto potencial nos resultados da PCR
qualidade
Proteinas co-extraidas | Inibicao da PCR devido a presenca de proteinas
incluindo RNases e/ou a degradacao do template de RNA devido a

presenca de RNases

Substancias residuais do | Inibicao da PCR
processo de extracao dos
acidos nucléicos (ex. Fenol)

Template de RNA degradado Perda da deteccao de transcritos raros

DNA gendémico co-extraido Pode servir como um template de PCR e pode
confundir os resultados de deteccao do RNA

b. Massa da amostras que produzem resultados dentro da faixa dinamica do ensaio

Consultar “Determinacao das quantidades de RNA a serem usadas em um estudo de
quantificacao relativa".

c. Usar o mesmo pool de padroes e/ou calibrador durante todo o estudo

Para cada estudo, recomenda-se a preparacao de grandes pools de cDNAs para a curva
padrao e para o calibrador e, em seguida, aliquotar estes cDNAs em tubos para serem
utilizados uma unica vez. A preparacao e utilizacado do mesmo pool de cDNAs para a
curva padrao e para o calibrador até a conclusao do estudo pode fornecer resultados da
PCR em tempo real mais consistentes.

™
d. Usar reagentes que contenham corante de referéncia interna ROX

O software da Applied BiosMstems normaliza os sinais do corante reporter para o corante
T

de referéncia passiva ROX . Esta normalizacdao pode compensar as pequenas variacoes
do sinal, o que resulta em uma melhor precisdo. Todos os reagentes de PCR em tempo

™
real da Applied Biosystems contém corante ROX -

e. Usar master-mix de PCR e mix de reagentes de PCR

O uso de master-mix de PCR e de mix de reagentes da PCR ajudara a reduzir a potencial
variabilidade introduzida a partir da pipetagem de varios reagentes durante a montagem
da reacao.

(i) Master-mix da PCR em tempo real: Os Master-mix de PCR em tempo real da
Applied Biosystems contém todos os componentes da reacao, exceto primers,
sonda e template de acido nucléico. O uso destes mix reduz bastante as chances
de erros de pipetagem durante a montagem da reacao.

(ii) Mix de reagentes da PCR: Misturar todos os componentes de uma reacao em
um mix de reagentes (reagentes da PCR, primers, sondas, agua e outros) e em
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seguida colocar nos pocos da placa da reacao. Para um exemplo de uma mix de
reagentes de PCR em tempo real, consultar o tutorial Reconstituting and Diluting
Primers _and TagMan® Probes (Reconstittuicio e Diluicdo de Primer e Sondas

TagMan®), paginas 3 e 4.

f. Realizar pipetagem precisa da amostra e do reagente

A pipetagem precisa com pipetas calibradas regularmente é crucial para obter dados
exatos e precisos. A pipetagem de pequenos volume (ou seja, <5uL) pode contribuir com
a imprecisao e, a pipetagem de volumes menores que este nao é recomendada, a menos
que as pipetas apresentem a capacidade de pipetar pequenos volumes e sejam
regularmente calibradas. Também se recomenda que as placas seladas sejam realizado
um rapido spin, através de uma centrifugacao com baixa velocidade, antes de colocar a
reagcdao no equipamento. A tabela a seguir lista algumas das conseqiiéncias de uma
pipetagem imprecisa.

Tabela 2: Conseqiiéncias de uma pipetagem imprecisa

Problema de pipetagem

Consequiéncia

Amostra: Pipetagem incorreta das

réplicas idénticas

Altos desvios-padroes de Cr

Padroes: Pipetagem incorreta dos | Altos desvios-padroes de C; (réplicas
padroes idénticas), valor R? <0,99
Padroes: Constante excesso de | Valor R®> potencialmente bom 20,99,

pipetagem do solvente na diluicao
seriada (ex. 100 pL ao invés de 90 pL)

entretanto, o slope da curva padrao
sera impreciso; indicara menor
eficiéncia da PCR

Padroes: Constante  déficit de
pipetagem do solvente na diluicao
seriada (ex. 80 pL ao invés de 90 pL)

Valor R® potencialmente bom 20,99;
entretanto, o slope da curva padrao
sera  impreciso; indicara  maior
eficiéncia da PCR

Padroes: Constante excesso de
pipetagem da amostra padrdao na
diluicao seriada (ex. 12 pL ao invés de
10 L)

Valor R® potencialmente bom 20,99;
embora declinio da curva padrao sera
impreciso; observada maior eficiéncia
da PCR do ensaio

Padroes: Constante déficit de
pipetagem da amostra padrdao na
diluicao seriada (ex. 8 pL ao invés de 10

ML)

valor R® potencialmente bom 20,99,
entretando, o slope da curva padrao
sera impreciso; indicara menor
eficiéncia da PCR

g. Homogeinizar completamente os reagentes da PCR

Se os varios componentes de uma reacdo de PCR em tempo real ndao forem
completamente homogeneizados, a reacao pode apresentar um efeito na precisao. E
importante descongelar e homgeneizar completamente todos os reagentes durante a
montagem da reacao.
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h. Usar de ensaios com alta eficiéncia da PCR

A eficiéncia da PCR pode ser usada para determinar o desempenho de um ensaio de PCR
em tempo real. Eficiéncias deficientes da PCR podem resultar em quantificacao
deficiente. Para as informacoes sobre o calculo da eficiéncia da PCR, consultar a secao
intitulada “O que é Eficiéncia de Amplificacao da PCR?”

Os TagMane Gene Expression Assays da Applied Biosystems apresentam eficiéncias de
amplificacao de 100%.

Altas eficiéncias de amplificacao da PCR (préximo de 100%) podem ser atingidas
seguindo algumas orientacoes:

®
= Utilizar TagMan Gene Expression Assays da Applied Biosystems ou o
desenho automatizado de primers e sonda, utilizando o Software Primer
Express®.

= Utilizar o Universal PCR Master Mix TagMan® da Applied Biosystems ou
SYBR® Green | PCR Master Mix (fornece concentracao padronizada dos
componentes da reacao, simplificando sua montagem).

= Utilizar parametros de ciclagem universais da PCR (permite que varios
ensaios sejam executados na mesma placa).

= Utilizar concentracdes padroes de primers e sonda: 900nM de primer
forward, 900 nM de primer reverse e 250 nM de sonda, quando usar cDNA
ou DNA como substrato. Recomenda-se um estudo de otimizacao do

®
primer ao usar reagentes do SYBR Green |, devido a natureza nao
especifica da detecciao do SYBR® Green |.

i. Ajustar o baseline e o threshold apropriados

Para obter valores precisos de CT, é crucial ajustar os baseline e threshold apropriados.

Alguns software dos sistemas de PCR em tempo real da Applied Biosystems podem
realizar calculos automaticos de C; e baseline. Se o seu software nao realizar calculos
automaticos de C; e baseline ou se vocé escolheu nao usar esta configuracao, vocé
precisa ajustar os thresholds e o Baseline manualmente. Para orientac6es sobre os
ajustes manuais do Baseline e do threshold, consultar o Manual do Usuario.

6. O que é Eficiéncia de Amplificacao da PCR?

Observacao: A estimativa precisa da eficiéncia da PCR depende de uma série de fatores
tais como os reagentes, montagem do experimento, qualidade da amostra e analise.

A eficiéncia de amplificacao da PCR é a taxa na qual um amplicon de PCR é gerado,
geralmente expressa como porcentagem. Se um amplicon de PCR dobrar em quantidade
durante a fase geomética da amplificacao da PCR, entao a PCR apresentou 100% de
eficiéncia.

O slope de uma curva padrao é comumente usado para estimar a eficiéncia de
amplificacao de uma reacao de PCR em tempo real. Uma curva padrao de PCR em tempo
real é graficamente representada como um grafico de regressao linear semi-log do valor
Cr em comparacao ao log do quantidade inicial do acido nucléico. Um slope da curva
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padrao de -3,32 indica uma reacao de PCR com 100% de eficiéncia. Os slopes mais
negativos que -3,32 (p. ex. -3,9) indicam reagdes com menos de 100% de eficiéncia. Os
slopes mais positivos que —3,32 (p. ex. -2,5) podem indicar ma qualidade da amostra ou
problemas de pipetagem.

Observacao: Uma reacao 100% eficiente produzira um aumento de 10 vezes no amplicon
da PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificacao (Iog2 10 = 3,3219).

Real Time PCR Standard Curve

y=-3.33x+20
1 Ri=1

4 3 2 -1 0 W Predicted Y
Log Input = | incar (Predicted Y)

Figura 1: Curva-Padrao da PCR em Tempo Real representando 100 % de Eficiéncia da
PCR

Um calculo de estimativa de eficiéncia (E) de um ensaio de PCR em tempo real é:

—1/slope

E=(10 ~1) x 100

Alta eficiéncia de amplificacado da PCR (proximas de 100%) pode ser rotineiramente
atingidas se vocé seguir as orientacoes acima descritas. A eficiéncia da PCR pode ser
usada para determinar o desempenho de um ensaio de PCR em tempo real. Baixa
eficiéncias da PCR pode resultar em baixa precisao da réplica da amostra (réplicas
idénticas & réplicas experimentais) e, como conseqliéncia, pode resultar em uma
quantificacao deficiente.

Para o método C; comparativo de quantificacao relativa (discutida adiante neste tutorial)
ser validado, a eficiéncia da amplificacao do alvo e a eficiéncia da amplificacao da
referéncia ativa (controle endogeno) devem ser aproximadamente iguais.
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Secao |l

Preparacao do RNA e Transcricao Reversa

1. Introducao

A quantificacao bem-sucedida da expressao génica exige que o RNA utilizado seja de
alta qualidade. O isolamento de RNA de alta qualidade depende da selecao de um
sistema/método de extracao e purificacao que forneca o produto de mais alta qualidade.

RNA é uma molécula muito instavel. E susceptivel a degradacdo por RNases, que sido
proteinas altamente estaveis e persistentes. Alguns métodos de purificacado de RNA
podem co-extrair altos niveis de proteinas — incluindo RNases. Proteinas co-extraidas
e/ou RNA degradados podem resultar em resultados ruins de PCR em tempo real. O RNA
extraido que apresenta valor de A 2 2,0 é considerado relativamente livre de

proteinas.

260/280

O manuseio, processamento e armazenamento do RNA estao além do escopo deste
documento. Para informacdes, consultar um guia padrao de laboratério de biologia
molecular que discuta o manuseio adequado do RNA.

Apos o RNA de alta qualidade ser preparado, o procedimento de transcricao reversa (RT)
gera o cDNA que sera utilizado na PCR em tempo real. Se vocé suspeitar que o RNA
contém proteinas extraidas (ou seja, o valor A260/280 < 2,0), recomenda-se que Inibidor
de RNase seja adicionado a reacao de RT na concentracao final de 1,0 U/uL. Se vocé
estiver usando o ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation e reagentes associados de
purificacao de acido nucléico, vocé nao precisa adicionar Inibidor de RNase as reacoes
de transcricao reversa.

A Applied Biosystems desenvolveu um sistema para a extracao e purificacao de
RNA/DNA (também isolar DNA) que produz RNA (ou DNA) de extrema alta qualidade e
tem com quantidades minimas de proteinas contaminantes. Este sistema, o ABI PRISM™
6100 Nucleic Acid PrepStation, e as quimicas associadas, fornecem ao pesquisador o
RNA da mais alta qualidade para analise de expressao génica (com valores A260/280 =
2,0). O sistema também co-purifica menos de 0,5% do DNA genémico ao usar as
quimicas PrepStation de RNA e menos de 0,002% do DNA gendémico se for realizado o
tratamento adicional com DNase em coluna com o Absolute RNA Wash Solution (Solucao
de Lavagem de RNA Absoluta).

Para informacoes sobre a selegéo da quimica mais apropriada para seu tipo de amostra,
consultar o guia “ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation: Selecting Appropriate
Protocols, Reagents and Consumables”.

Importante: As quimicas e os consumiveis do ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid
PrepStation nao podem ser usados independentemente do instrumento.

2. Quantificacao do RNA

O RNA purificado em solucao pode ser quantificado usando sua absorbancia em 260nm
(Am). Geralmente, uma pequena quantidade de RNA é diluida para a leitura em um
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espectrofotometro. Consultar o manual do usuario do espectrofotometro para
orientacoes sobre o uso apropriado do instrumento. e produtos de consumo associados.

Observacao: Se usar o ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation, a solucao de eluicdao
deve ser usada para a diluicaio do RNA e para calibracado do branco do
espectrofotometro.

IMPORTAMTE! A absorcao de 1 O.D. é aproximadamente equivalente a 40 ug/mL de RNA.
Se o valor de A260 nao estiver dentro da faixa linear do espectrofotometro, a quantificacao

pode nao ser precisa. Consultar o manual do usuario do espectrofotometro para
orientacdes sobre a faixa linear de quantificacao.

A concentracao de RNA é calculada usando a equacao:

Concentracao de RNA (ug/mL) = AZ‘So x 40 yg/mL x fator de
diluicao

Os valores de Am/280 podem ser usados para caracterizar a presenca de proteinas em
uma preparacao de RNA. O valor de Am/280 é calculado simplesmente pela divisao do
valor de A260 por Am. Se o valor de Am/280 2 2,0; a amostra de RNA é considerada como
relativamente livre de proteina. A concentracao de RNA é, entdao, usada para calcular o
volume de RNA a ser adicionado a uma reacao de transcricao reversa.

Exemplo:

10 pL da amostra A de RNA foi diluida em 90 pL de solvente. O volume total desta
diluicao foi pipetado em uma cubeta de 100 uyL e o espectrofotometro foi programado
para ler a amostra diluida em A260 e Azso.

Tabela 1: Quantificacao de RNA pela absorbéancia de UV

Volume da
luca G = .
Amostra ::tggzg Diluicao | Azso | A2so | Azeorso | Concentracao | Quantidade
de RNA
Amostra 150 uL 1:10 0,58 | 0,29 2,0 232 pg/mL 34,8 ug
A de RNA

A concentracao de RNA da amostra A de RNA:
= 0,58 (OD%O) x 40 yg/mL x 10 (fator de diluicao) = 232 pg/mL

A Quantidade da amostra A de RNA:
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=232 pg/mL x 1 mL/1000 pL x 150 pL (volume do estoque) = 34,8 ug

O valorde A da amostra A de RNA:

260/280

58
A ==—=20
260/280 ’29
3. Transcricao Reversa para Quantificacao Relativa da Expressao Génica

Transcricao reversa € o processo pelo qual o RNA é usado como um molde para
sintetizar cDNA. Entre as primeiras opcoes a considerar na selecao de um método para
realizar a transcricao reversa esta a opcao de usar um método de RT de uma etapa (one-
step) ou RT de duas etapas (two-step). Também deve ser selecionado o tipo de primer
para a transcricao reversa.

Observacao: Os kits de reagentes de transcricio reversa da Applied Biosystems
recomendam uma faixa e/ou uma quantidade maxima de RNA para a reacao. Consultar o
protocolo apropriado para recomendacoes sobre a massa de RNA que deve ser utilizada.

As tabelas 2 e 3 descrevem caracteristicas e beneficios dos métodos de one-step e two-
step etapas, assim como uma comparacao dos diferentes primers que podem ser
utilizados:

28



Tabela 2: Comparacao entre RT-PCR one-step e two-step

Método

Caracteristicas e Beneficios

RT-PCR one-step

Exige um unico mix de reacao, pois a RT e a PCR ocorrem
no mesmo tubo

AmpErase® UNG pode ser usada (o kit TagMan® EZ RT-
PCR é excecao)

Pode obter um melhor limite de deteccao com raros
transcritos

Requer primer de seqiiéncia especifica para sintese de
cDNA.

RT-PCR two-step

Exige dois mix de reacao (RT e PCR)
O cDNA pode ser armazenado para uso posterior

AmpErase® UNG pode ser usada se dUTP nao for usado
na etapa RT

Quando utiliza random primers (primers randémicos),
todos os mRNAs, assim como a subunidade 18S do rRNA
(ou seja, alvos + controles endogenos) podem ser
transcritos reversamente simultaneamente

Pode usar primer de seqliéncia especifica, random primers
ou oligo d(T)16 para sintese de cDNA.
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Tabela 3: Comparacao dos primers para sintese de cDNA.

Primers para sintese de
cDNA

Consideracoes

Primer de seqiiéncia
especifica

Usado para realizar transcricao reversa somente
da de sequiéncias de RNA complementar

Unico tipo de primer recomendado para RT-PCR
one-step

Pode ser usado em RT-PCR two-step

Oligo d(T)+

Usado para realizar a transcricao reversa
somente de mRNAs eucariéticos e retroviros
com cauda de poli-A

Nao pode realizar transcricido reversa da
subunidade 18S do rRNA

Pode apresentar problemas na transcricido de
longos transcritos de mRNA ou transcritos
contendo hairpin loops.

Prejudica a transcricao em direcao a
extremidade 3’ do transcrito

Random Primers (p.ex.,
hexameros)

Pode realizar transcriciao reversa de todos os
mRNAs simultaneamente, assim como da
subunidade 18S do rRNA (ou seja, alvos +
controles endégenos)

Tentar primeiro quando trabalhar com longos
transcritos ou transcritos contendo hairpin
loops.

Nao prejudica a transcricao em direcao a
extremidade 3’ do transcrito
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4. Selecao de Reagentes para Transcricao Reversa e PCR em Tempo Real

A Applied Biosystems oferece uma variedade de reagentes para transcricao reversa e
PCR em tempo real para aplicacoes de quantificacao relativa. Para informacoes sobre o
portfolio de reagentes que estao disponiveis, consultar o site da Applied Biosystems
(http://www.appliedbiosystems.com.br).

5. Determinacao da Quantidade de RNA um Estudo de Quantificacao Relativa

O volume de amostra que é necessario na(s) reacao(oes) de transcricao reversa (RT)
pode ser determinado, em primeiro lugar, pelo calculo da concentracao de RNA. Os kits
de reagentes de transcricao reversa da Applied Biosystems recomendam uma faixa e/ou
uma massa maxima de RNA por reacdao. Consultar o protocolo adequado pra
recomendacoes da quantidade de RNA. Embora a transcricdo reversa nao ocorra
necessariamente com 100% de eficiéncia, se as reacoes de transcricao reversa forem
realizadas sob as mesmas condicoes, as eficiéncias de RT de cada alvo sao comparaveis
entre as reacoes.

Apos a RT, é comum nao quantificar o cDNA resultante por absorbancia de UV. Ao invés
disso, o cDNA é recebe uma unidade de concentracao relativa a concentracao original do
RNA na reacao de RT. Por exemplo, se utilizar 10 pg de RNA em uma reacao de RT de 100
ML, a concentracao de cDNA resultante seria de 100 ng/ pL; que significa 1 yL de amostra
que contém cDNA gerado a partir de 100 ng de RNA.

Cada vez que vocé usar uma nova fonte de RNA, especialmente ao iniciar um novo
ensaio, é importante verificar se a quantidade de cDNA testada produz resultados de PCR
em tempo real dentro da faixa linear dinamica do ensaio de PCR em tempo real.

Para verificar se a quantidade de template produz resultados dentro da faixa linear
dinamica de um ensaio, a Applied Biosystems recomenda a realizacao de uma curva
padrao relativa. Usar o conjunto de primer/sonda apropriado, com uma faixa de RNA
(cDNA) de 100 ng a 10 pg (por exemplo, 100 ng seriam 1/10 de 1 ug de uma reacao de RT)
em uma série de diluicoes de 10 vezes (em triplicatas) para cada diluicao. Os resultados
de PCR em tempo real (C;s) de uma curva padrao podem ajudar a determinar:

1. Faixa Dinamica - A faixa de RNA (cDNA) que o ensaio pode detectar. Por
exemplo, em um ensaio com alv altamente expresso, supode-se quantidade
inicial de 100 ng produza baixos valores de Cts (ou seja, Cr de 3 a 10). Isto
indicaria que a quantidade de template inicial € muito alta e que 10 ou 1 ng de
amostra pode representar a faixa melhor para uso. Ao contrario, um alvo com
baixos niveis de expressao (ou seja, 100 pg ou 10 pg) pode produzir altos
valores de C; (ou seja, 35 — 40). Se este for o caso, vocé deveria correr ensaios
com uma quantidade de inicial mais alta, por exemplo 1 ng. Devido a
distribuicao estatistica, um alto nivel de variacao C; sempre ocorre quando as
quantidades de alvo se aproximam de uma Unica cépia (valores de C; 35 a 40).
As quantidades de amostra que produzem valores de C; nesta faixa
apresentam baixa precisao, conseqiientemente, pequenas alteracoes sao mais
dificeis de serem quantificadas com precisao.

2. Precisao do Ensaio - As réplicas das amostras réplica em cada quantidade
ajudarao na identificacao de problemas de precisao. As réplicas das amostras
que apresentam um desvio padriao de C; > 0,3 podem indicar problemas
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referentes a pipetagem, homogeinizacado ou montagem da placa. Alguns
experimentos podem tolerar somente uma pequena variacdo das réplicas
idénticas, se pesquisador estiver procurando por pequenas alteracées na
expressdo do alvo. Quando vocé avaliar a curva padrdao, um valor R® <0,99
pode indicar problemas de precisao.

3. Eficiéncia do Ensaio — A curva padrao relativa pode ajudar na determinacao da
eficiéncia do ensaio. Reveja a secao “O que é Eficiéncia de Amplificacao da
PCR” para mais informacoes.

6. Identificacao de Inibicao da PCR

Observacao: Resultados precisos da PCR em tempo real dependem de uma série de
fatores tais como reagentes, montagem do experimento, qualidade da amostra e analise.
Para uma lista de fatores que afetam a qualidade dos resultados da PCR em tempo real,
consultar “Fatores que Afetam a Precisao dos Resultados da PCR em Tempo Real”

7. Fatores que Afetam a Precisao dos Resultados da PCR em Tempo Real

Altos niveis de proteinas, assim como outros reagentes contaminantes nas preparacoes
de RNA, podem provocar inibicao da PCR. Como discutido na secao anterior, os valores

de AZGO/280 < 2,0 podem indicar altos niveis de proteinas em uma amostra de RNA. Um

valor de Am/280 < 2,0 nao prediz que os niveis de proteinas estao altos o suficiente para
causar inibicao da PCR, porém, quanto mais o valor de A se desviar de 2,0; maior a

chance de se obter resultados imprecisos.

260/280

Vocé pode usar os dados da PCR em tempo real a partir de graficos da Curva Padrao
para identificar se a inibicao esta ocorrendo em um nivel que cause resultados
impresisos. Quando usadas para caracterizar a inibicao, estas curvas de padrao semi-log
(paginas 21 e 22) sao referidas como graficos de inibicao.

Exemplo: Grafico de Inibicao

Nas duas amostras dos experimentos que se seguem, o RNA foi purificado usando dois
métodos diferentes de extracao. Os RNAs foram quantificados pela absorbancia de UV. O
RNA foi coletado a partir de cada preparacao e transcrito reversamente, em seguida uma
série de diluicoes foi preparada a partir de cada estoque de cDNA (Tabela 4).

Tabela 4: Diluicoes de cDNAs usadas nos Graficos de Inibicao

Diluicées Amostra 1 (pg) Amostra 2 (pg)
ne. 1 1,0 1,0
ne, 2 0,25 0,25
n%. 3 0,063 0,063
n%. 4 0,016 0,016
n. 5 0,0039 0,0039
n%. 6 0,00098 0,00098
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ns. 7

0,00024

0,00024

Os cDNAs foram usados para PCR em tempo real.

Resultados

Os dados da PCR em tempo real gerados a partir das amostras 1 e 2 sao apresentados na

tabela 5 e nas Figuras 2 e 3 nas paginas 21 e 22.

Tabela 5: Dados da PCR em tempo real (C;) a partir do experimento do grafico de inibicao

Massa das Log de C: médio, | Diferencas | C;média, Diferencas
Amostras Entrada amostra 1 entre os amostra 2 entre os
(Hg) valores de valores de
Cr, amostra Cr, amostra
n2. 1 (ex. 22 ng. 2 (ex. 27
menos 20) menos 28)
1,0 0,0 20 N/A 28 N/A
0,25 -0,6 22 2,0 27 -1,0
0,063 -1,2 24 2,0 26 -1,0
0,016 -1,8 26 2,0 26 0,0
0,0039 2,4 28 2,0 28 2,0
0,00098 -3,0 30 2,0 30 2,0
0,00024 -3,6 32 2,0 32 2,0
Inhibition Plot Sample #1
34 y=-3.33x + 20
R =1
29+
S
24 +
19 -
4 3 2 1 0 .Y
W Predicted Y
Log |nPUt | inear (Predicted Y)

Figura 2: Amostra n2. 1 do Grafico de Inibicao nao demostrando inibicao
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Inhibition Plot Sample #2
34 y =-1.1905x + 26
‘ R*=0.495
29
-
(&) * *
24 |
19 } L ¢
4 3 2 0 B Predicted Y
Log InPUt = inear (Predicted
¥

Figura 3: Amostra n2. 2 do Grafico de Inibicao demostrando presenca de inibidor

Os dados no Grafico de Inibicao n2. 1 mostram um ensaio de PCR em tempo real com
amplificacao de 100% de eficiéncia (slope = -3,3), sem inibicao. O grafico de Inibicao n2. 2
apresenta um slope que é muito menor e a eficiéncia da PCR é calculada como sendo
maior que 100% (592%). Um slope que sugira uma eficiéncia de PCR maior que 100%
pode ser um indicador de inibicao da PCR. O declinio na Figura 3 é causado por
inibidores que estao altamente concentrados nas amostras de cDNA menos diluidas.
Conforme o cDNA é titulado, os inibidores sao diluidos da mesma forma. Como
resultado, as amostras menos diluidas podem apresentar valores de C; mais altos do que
na diluicao seguinte e/ou a diferenca predita de C; nao é atingida (ou seja, neste exemplo
uma alteracao de 4 vezes deve produzir uma diferenca de C; +2). Este padrao de inibicao
pode ser menos dramatico quando a eficiéncia calculada for préxima, mas ainda acima,
de 100% de eficiéncia. Examine as diferencas de C; entre cada resultado para observar a
inibicao. Como os inibidores estdao mais concentrados nas amostras menos diluidas, a
inibicao mais dramatica deve ser observada nas amostras que representem os pontos da
curva padrao com a mais alta concentracao do template.

Se a eficiéncia da reacao de PCR em tempo real for calculada para acima de 100%, mas
ainda houver uma diferenca consistente de C; entre cada ponto padrao, entao um erro
constante de pipetagem (amostra padrao ou solvente) pode ser o problema, ao invés de
efeitos inibidores. Consultar a secdao “Realizar pipetagem precisa da amostra e dos
reagentes” para informacoes adicioniais.

Se vocé determinar que os inibidores da PCR estao na(s) sua(s) amostra(s) de RNA,
realizar um dos seguintes procedimentos.

1. Purificar novamente o RNA.

2. Realizar a purificacdo do RNA de uma amostra usando um novo método de
purificacao.

3. Testar sua amostra em uma concentracao de template mais baixa onde se sabe que
a inibicao de PCR nao afeta os resultados da PCR em tempo real.

8. Quanto de DNA Genomico Contaminante Pode ser Tolerado em um Ensaio de
Expressao Génica de Quantificacao Relativa?

O DNA genémico é geralmente co-extraido com RNA e pode servir como template@em
processos posteriores, assim como a PCR. No entanto, se sua sonda MGB TagMan se
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estender sobre uma juncao éxon-éxon, o DNA gendémico pode ser excluido como um
template em uma reacao de PCR em tempo real.

Em contraste, se ambos os primers forem desenhados dentro de um éxon, entao o DNA
gendmico pode servir como um template para a amplificacao da PCR. Nestes casos,
deve-se decidir se o DNA genémico é suficientemente desprezivel.

As reacoes de RT sem transcricao reversa (controles negativos da RT) podem ser usadas
para avaliar os niveis de DNA genémico em uma preparacao de RNA. Um controle
negativo de RT é uma reacao que foi preparada para transcricao reversa (incluindo RNA,
dNTPs, tampao e outros), mas sem adicdo de transcriptase reversa. Pode-se assim,
estimar a quantidade de amplificacao nas amostras que sao atribuiveis aos templates de
DNA gendémico ao correr controles negativos da RT. Por exemplo, se uma amostra
controle negativo da RT apresentar um valor de C; 10 ciclos a menos do que uma
amostra teste de RT, entdao, a amostra de controle negativo de RT iniciou com uma
quantidade template aproximadamente 1000 vezes menor (considerando 100% de
eficiéncia, 1 C; = diferenca de 2 vezes na quantidade inicial do template). Uma vez que o
template alvo neste controle negativo de RT seria exclusivamente DNA gendémico, pode-
se concluir que 0,1% (1:1.000) da amplificacao na amostra de RT é atribuivel ao template
de DNA gendémico. Vocé deve, entao, determinar se a amplificacao da PCR atribuivel ao
DNA gendémico é desprezivel comparada a amplificacao da seqliéncia do cDNA.

Se vocé determinar que a quantidade de DNA gendmico nas amostras de RNA for
inaceitavelmente alta, realize um dos seguintes procedimentos:

1. Purificar o RNA usando um novo método de purificacao.

2. Realizar um tratamento com DNAse ou repetir o tratamento com DNAse caso esse
ja tenha sido realizado.

Observacao: O ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation co-purifica menos de 0,5% do
DNA gen6émico aos usar as quimicas de PrepStation RNA e menos de 0,002% de DNA
gendmico ao usar o tratamento adicional com DNAse em coluna com Solucao de
Lavagem de RNA Absoluta.
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Secao lll

Selecao e Desenho do Ensaio para Quantificacao Relativa

Entre os fatores a considerar no desenho de um estudo de quantificacao relativa estao:

e Selecao ou desenho de primers e sondas para o(s) gene(s) alvo.

¢ Identificacao e selecao ou desenho de primers e sondas para gene(s) controle
endogeno (controle interno).

®
Selecao ou Desenho de Primes e Sondas TagMan para Quantificacao Relativa da
Expressao Génica

Os estudos de quantificacao relativa exigem conjuntos muito bem desenhados de
primers e sondas. Quando sao desenhados, seguindo as mesmas orientacoes, todos os
ensaios podem correr ao mesmo tempo. Esta universalidade do desenho dos primers,
que é central para todos os en®saios oferecidos pela Applied Biosystems, assim como

para o Software Primer Express , exige pouco, ou henhuma otimizacao, quando se utiliza

®
o TagMan Universal Master Mix em um Sistema de PCR em Tempo Real da Applied
Biosystems. A Applied Biosystems apresenta um grande numero de produtos
disponiveis, assim como um varias de orientacées para a selecao ou desenho de um
ensaio.

Observacao: O uso de primers que foram usados em ensaios de PCR tradicional nao é
recomendado. Os critérios para o desenho de primers para PCR em tempo real podem
nao ter sido utilizados no desenho de primers de outras aplicacoes.

™

® ®
1. Ensaios de Expressao Génica TaqgMan (TagMan Assays-on-Demand Gene
Expression Products)
Os ensaios de Expressao Génica TagMan® sao ensaios de expressao génica pré-
formulados e biologicamente informativos, utilizados para rapida deteccao e
quantificacao de transcritos de mRNA de ratos, camundongos e seres humanos. Estes
ensaios foram desenhados a partir de seqliéncias dos bancos de dados publicos e da

®
Celera Genomics. Cada ensaio contém primers pré-formulados e sondas TagMan em
uma concentracao de 20X. Cada tupo contém 250 reac6es com um volume de reacao de
20 pL ou 100 rgagées com um volume de reacao de 50 uyL. Os Ensaios de Expressao

Génica TagMan sao desenhados para serem usados em RT-PCR two-step.

~ n - ® ~
Observacao: Os Ensaios de Expressao Génica TagMan contém sondas marcadas com
FAM ™ e sao otimizadas para reacdes simplex.
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Nomenclatura dos Ensaios de Expressao Génica TagMan®:

~ ~ - ® 7 - -
Cada Ensaio de Expressao Génica TagMan é designado uma ID de Ensaio.
As primeiras duas posicoes designam a espécie para a qual o ensaio é desenhado:
Hs = Homo sapiens Mm = Mus musculus Rn = Rattus norvegicus.

A penultima posicao da identificacao do Ensaio contém uma letra que indica o
posicionamento do ensaio:

Sufixo do Ensaio Posicionamento do Ensaio

m Um ensaio cuja sonda se estende em uma juncao éxon-éxon
e nao detectara o DNA genémico.

s Um ensaio cujos primers e sondas sao desenhados dentro
de um unico éxon, tais ensaio detectarao DNA gen6émico.

_9g Um ensaio cuja sonda se estende em uma juncao éxon-
éxon, mas o ensaio pode detectar DNA genémico caso ele
esteja presente na amostra.

_mH, _sH,ou_gH | O ensaio foi desenhado para um transcrito pertencente a
uma familia de genes com alta homologia de seqiiéncia. Os
ensaios sao desenhados para oferecer uma diferenca entre
10 C; e 15 C; entre o gene alvo e o gene com homologia de
sequéncia mais proxima. Um ensaio, portanto, detectara o
transcrito alvo com discriminacao de 1.000 a 30.000 vezes
(sensibilidade) maior do que o gene homodlogo mais
préximo.

Observacao: As amostras de RNA devem estar livres de DNA genémico ao usar
um ensaio “s” ou “g”.

® SM
2. Ensaios de Expressdo Génica Custom TaqMan® (TagMan Assays-by-Design  for
Gene Expression Service)

Os Ensaios de Expressiao Génica Custom TaqMan® sao ensaios personalizados
desenhados para estudos de expressao. Os Ensaios de Genotipagem Custom TagMan®
sao usados para ensaios de SNP. Estes ensaios personalizados (Expressdao Génica e
Genotipagem) fornecem ao pesquisador a oportunidade de selecionar um local
especifico de seqliéncia ao qual a sonda se liga e é util para o desenho de um ensaio que
nao esteja atualmente disponivel entre as opcoes de Ensaios TagMan®. As aplicacoes
que envolvem deteccao viral, outra espécie que nao seja humana, camundongo, rato e
deteccao de patégenos especificos sdao alguns exemplos de aplicacdes que seriam
beneficiadas a partir desta linha de produtos. Para ensaios de expressao génica em
amostras humanas, de camundongo ou de rato, os Ensaios de Expressdao Génica

TagMan® (TaqMan Assays-on- Demand Gene Expression Products) estao disponiveis.
Se um gene alvo em particular nao estiver atualmente disponivel, vocé pode realizar um
ensaio personalizado.

Observacao: Ensaios de Expressao Génica TagMan® sao adicionados regularmente no
web site para solicitacoes. Visitar o web site da Applied Biosystems
(http://www.appliedbiosystems.com.br) para atualizacoes regulares.
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Os Ensaios de Genotipagem e Expressao Génica Custom TaqMan® (TagMan® Assays-
by-DesignSM Service) exige que vocé verifique a integridade da seqliéncia que deseja
submeter usando varias ferramentas bioinformatica. Apds verificar a integridade da
sequiéncia, vocé pode submeter sua solicitacao on-line. O processo de submissao é
muito direto e exige os seguintes passos:

a. Verificar a Qualidade da sua Seqliéncia.

Antes da submissao, é importante realizar uma “analise de bioinformatica” sobre a
seqliéncia que vocé pretende submeter. Uma ferramenta que deve ser usada é o Repeat
Masker, disponivel na Home Page RepeatMasker (www.repeatmasker.org/). O Repeat
Masker escaneia sequéncias de DNA para repeticoes entremeadas (ex. sequéncias ALU)
e seqliéncias de DNA de baixa complexidade. O resultado é uma versao modificada da
sua sequiéncia na qual todas as repeticoes e seqiiéncias de baixa complexidade sao
mascaradas (substituidas por Ns). O sofware de desenho de Ensaios Custom TaqgMan®
aceita sequiéncias com A, C, T, G ou Ns e os primers e as sondas nao sao desenhados
em regides contendo Ns.

Vocé também deve alinhar sua seqliéncia utilizando o BLAST nos bancos de dados
apropriados (por exemplo, bancos de dados genémicos e de EST) para identificar regioes
da seqliéncia que apresentam alto grau de homologia com outras partes do genoma ou
alta homologia dentro de uma familia de genes. Se vocé estiver trabalhando em um
sistema transgénico, vocé deve se certificar de que seus primers e sondas sao unicos
para as espécies de interesse queira diferenciar entre as espécies. As regioes de alta
identidade podem ser mascaradas (substituidas) com Ns antes de submeter ao BLAST. O
BLAST pode ser realizado na pagina http:/www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST.

b. Submeter a seqliéncia.

Apos verificar a integridade da seqiiéncia, sua(s) sequéncia(s) é(sao) inserida(s) no
sofware File Builder e submetidas para solicitacao. Baixe o File Builder no site da Applied
Biosystems (http://appliedbiosystems.com) e a assista demostracdo de uso antes de
submeter sua seqiiéncia.

IMPORTANTE! O arquivo gerado pelo software File Biulder deve ser submetido para o
email: vendas@appliedbiosystem.com.

3. Reagentes de Ensaio Pré-Desenvolvidos TaqgMan® (PDARs TaqgMan®)

Os Reagentes de Ensaio Pré-Desenvolvidos TagMan® (PDARs TaqgMan®) sdo conjuntos
de primers e sondas desenhados para amplificar um alvo especifico e seqiiéncias de
controle em amostras de cDNA usando o ensaio de determinacdao da nuclease 5'. Os
PDARs TagMan® estao disponiveis para genes alvos em humanos, camundongos e
ratos. Além disso, os PDARs TaqgMan® sao otimizados para uso com o TaqMan®
Universal PCR Master Mix com (P/N 4304437) ou sem AmpErase® UNG (P/N 4324018) e
utilizam condicoes de ciclagem universais idénticas a dos outros ensaios da Applied
Biosystems. Como resultado, multiplos alvos PDAR TagMan® podem ser testados em
uma unica placa de reacdo. Alguns controles enddégenos PDAR TaqMan® estao
disponiveis como “primer limitado” e contém sondas marcadas com o corante reporter
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VIC®. Isto permite a realizacdo de ensaios multiplex de controles enddgenos e alvos,
considerando que o gene controle é mais abundantemente expresso do que o gene alvo.

4. Uso do Software Primer Express ® para o Desenho de Conjuntos de Primers e
Sondas para Quantificacao Relativa da Expressao Génica.

Observacao: Verificar a qualidade da seqiiéncia usada para o desenho de primer e sonda
€ muito importante.

O software Primer Express é um softaware de desenho de primer e sonda que permite
que vocé personalize o desenho de conjuntos de primers e sondas para uma variedade
de tipos de ensaios— incluindo quantificacao relativa. A Applied Biosystems possui
varias orientacoes de desenho que sao configuradas dentro do programa de software
Primer Express. O software Primer Express esta incluso com a compra de qualquer
Sistema de PCR em Tempo Real da Applied Biosystems. A utilizacao completa do
software Primer Express esta além do escopo deste documento, no entanto, o leitor tem
referéncias aos seguintes tutoriais que podem ser encontrados no site da Applied
Biosystems (http://www.appliedbiosystems.com.br):

®
Designin@g TagMan MGB Probe and Primer Sets for Gene Expression Using Primer
Express Software Version 2.0

Esse tutorial detalha como uma sonda MGB TagMan® pode ser desenhada em uma
regiao especifica de uma seqliéncia de template como uma juncao éxon-éxon (sitio de
splice dos introns).

Primer Express® Tabs and Annotation Tools: An Overview of the Features of Primer
Express® v2.0

Este tutorial fornece uma visao geral do Software Primer Express.

5. Desenho de Ensaios para Aplicacoes com Reagentes SYBR® Green

o SYBR®Green | € um corante fluorescente que se liga ao sulco menor do DNA dupla-fita
(ou seja, amplicons) e que fluoresce quando ligado ao DNA e excitado por uma fonte de
luz. Como nenhuma sonda esta envolvida nestas reacoes, ha algumas desvantagens
para o seu uso; especificamente:

e O corante SYBR® Green | também se liga e apresenta fluorescéncia na
ligacdo com dimeros de primers e produtos nao especificos de
amplificacado. Como resultado, etapas adicionais de otimizacao sao
necessarias para garantir uma amplificacao robusta e uma quantificacao
precisa.

® ~ -
e Os reagentes SYBR Green nao podem ser usados em multiplex. Em
ensaios de expressao génica, o controle endégeno deve ser corrido em um
poco separado.

No entanto, o reagente SYBR® Green é util como uma ferramenta de selecao se vocé
quiser avaliar rapidamente os niveis de expressao relativa de uma série de genes em uma
variedade de tipos de amostra. Apés vocé obter os dados preliminares, recomenda-se
que realize um ensaio baseado na sonda TaqgMan® para alcancar resultados quantitativos
com maior precisao.
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Para o desenvolvimento do ensaio utilizando o SYBR® Green, recomenda-se o desenho
do ensaio com o software Primer Express®. Submeter somente os primers para sintese;
no entanto, se o ensaio com sonda TagMan® for corrido futuramente, a seqiiéncia da
sonda compativel com o conjunto de primers ja tera sido desenhada.
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Secao IV

Identificacao e Selecao de Controles Endégenos para Quantificacao
Relativa

Uma das estapas mais importantes para um estudo com Quantificacao Relativa é a
selecao de um controle endégeno adequado. A normalizacao para um controle endégeno
(geralmente referido como controle interno) permite que vocé corrija resultados que
possam estar distorcidos pelas diferentes quantidades iniciais de template de acido
nucléico. Qualquer gene que nao altere seu nivel de expressao em todas as amostras do
estudo pode ser potencialmente utilizado como controle endégeno.

A selecao de um controle endégeno exige trés critérios:

1.

Uniformidade dos Niveis de Expressao do Controle Endégeno

Como o controle enddogeno é utilizado para normalizar diferencas na quantidade de
cDNA que é colocado nos pocos de reacao da PCR, os niveis de expressao de
controle endégeno devem ser semelhantes em todas as amostras no estudo. Assim, é
crucial determinar se o tratamento de estudo ou intervencao esta afetando o nivel de
expressao do gene(s) controle endégeno candidato(s). Usando a PCR em tempo real,
vocé pode testar a uniformidade da expressao dos controles endogenos comparando
os niveis de C; do controle endégeno em varias ou em todas as amostras de estudo.
No teste, vocé deve colocar quantidades idénticas de cDNA para cada amostra em
teste. E importante normalizar a quantidade de RNA por alguma medida externa, tal
como absorbancia através de UV. Desta forma, coloque quantidades equivalentes de
RNA nas reacoes de RT e pegue volumes equivalentes de cDNA para as reacoes de
PCR em tempo real. Os niveis de expressao génica do controle endégeno nao devem
variar.

Observacao: A pureza e integridade do RNA também sao cruciais para esta analise.
Altos niveis de proteinas co-extraidas podem resultar em resultados duvidosos
devido a inibicao da PCR. RNA altamente degradado também pode resultar em
resultados duvidosos. Consultar “Preparacao do RNA e Transcricao Reversa”.

A quantidade de amostra deve se estender na faixa esperada da expressao do gene
alvo no estudo. E importante demostrar que enquanto os niveis de expressao do alvo
podem variar amplamente, a expressao do controle endégeno permanece constante.

Em resumo, para verificar a uniformidade daexpressao do controles endégenos:

a. Selecionar controles endégenos candidatos e obtenha ensaios (conjuntos de
primers e sondas).

b. Purificar o RNA a partir das amostras no estudo.

c. Usar um método externo (como absorbéancia de UV) para quantificar os niveis
de RNA.

d. Verificar a integridade do RNA (gel de eletroforese) e qualidade (A )-

260/280
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e. Colocar quantidades equivalentes de RNA nas reacoes de RT.

f. Colocar volumes equivalentes de cDNA de reacoes de RT em reacoes de PCR
em tempo real para todos os controles enddogenos candidatos.

d. Analisar e interpretetar os resultados®.

h. Selecionar controle(s) endégeno(s) para usar no estudo.

Uma variedade de controles enddgenos para algumas espécies esta disponivel como
Ensaios de Expressao Génica TagMan® e podem ser encontrados no web site
Applied Biosystems_(http:/www.appliedbiosystems.com.br)

2. Validacao da Eficiéncia de Amplificacao dos Genes Alvo e Controle para o Método
Cr Comparativo
Na realizacao do método C; comparativo (também conhecido como método AAC;),

certifique-se de que o(s) alvo(s) e o controle endégeno apresentam eficiéncias de
PCR semelhantes ou relativamene equivalentes.

3. Multiplex de Genes Alvos e Controles Endégenos
Quando vocé realizar um ensaio multiplex, certifique-se de que:

O nivel de expressao do gene controle endégeno é maior do que o do gene
alvo.

O gene que esta mais altamente expresso (ou seja, controle enddogeno) esta
configurado com seus primers em um nivel limitante. Isto garante que a
amplificacao do alvo menos expresso nhao seja comprometida pela
amplificacao do alvo mais expresso. A exclusao desta competicao entre
alvos é necessaria para a quantificacao precisa de ambos os genes.

Alguns Controle Endogeno TaqgMan® estao disponiveis como ensaios com
primers limitados, que contém sondas marcadas com o reporter VIC®. Isto
permite o multiplex dos genes alvo e controle endégenos, considerando
que o gene controle é mais expresso do que o gene alvo.

Observacao: Os Ensaios de Expressao Génica TagMan® sao otimizados
somente para reacoes simplex.

Para testar se o controle endégeno é mais expresso do que o gene alvo, usar as
amostras em teste que se estendem na faixa esperada da expressao génica do alvo.
Corra as reacoes do controle endégeno e de alvo separadamente para cada amostra e
certifique-se de que todos os C:s do controle endégeno sdao menores do que os Cys
do alvo. Se nao for este o caso, vocé pode realizar um dos itens a seguir:

Repetir usando outro controle endégeno que seja consistentemente
expresso no conjunto de amostra a ser testado.

Conduzir o estudo correndo o controle e o alvo em pocos separados
(simplex).
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Secao V

Anadlise e Desenho Experimental da Quantificacao Relativa da
Expressao Génica:

Método da Curva Padrao Relativa e Método C; Comparativo (AACy)

1. Introducao

A Applied Biosystems utiliza duas metodologias para a Quantificacdao Relativa da
Expressao Génica.

e Método da Curva Padrao Relativa
e Método CT Comparativo (AACy)

Antes de comegar o experimento, considere qual método atende suas necessidades.
Dependendo de uma série de fatores, um método pode ser mais apropriado que outro.
As vantagens de cada método e fatores a considerar estdao descritos abaixo.

Método da Curva Padrao Relativa

Vantagem: Este método exige a menor quantidade de validacao devido ao fato de que
as eficiéncias da PCR do alvo e o controle endégeno nao precisam ser equivalente.

Consideracoes (e Aplicacoes): Este método exige que cada placa de reacao contenha
curvas padrdes e exige mais reagentes e mais espaco em uma placa de reacao. Esta
abordagem oferece resultados quantitativos altamente precisos uma vez que os
valores quantitativos das amostras desconhecidas sao interpolados a partir de uma
curva padrao.

Considerar este método ao testar pequeno numero de alvos e de amostras e se vocé
estiver procurando por alteracées muito discretas na expressao génica.

Método C; Comparativo (AACy)

Vantagem: Ndo é necessario correr uma curva padrao em cada placa. Isto pode
resultar numa economia de reagente.

Consideracoes (e Aplicacoes): Recomenda-se a utilizacdo de uma curva padrao
relativa para validar as eficiéncias da PCR do alvo e do controle(s) endogeno(s),
particularmente quando vocé estiver procurando por discretas alteracées na
expressao génica.

O método C; comparatvo é util quando um grande numero de alvos e/ou amostras sao
testados. Considerar este método quando necessitar de uma alta demanda e e ao
validar os resultados de microarrays. A Applied Biosystems oferece softwares de PCR
em tempo real que realizam os calculos de AAC; além da configuracao e analise da
placa de PCR em Tempo Real.

As informacodes que se seguem irdo detalhar como os dados podem ser analisados
usando qualquer uma das duas metodologias.
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2. Método da Curva Padrao Relativa

O método da Curva Padrao relativa usa um conjunto de padroes relativos a partir do
qual amostras desconhecidas sado quantificadas. As curvas padroes para
Quantificacao Relativa sdo faceis de preparar, pois a quantidade é expressa em
relagdo a alguma amostra de base, como o calibrador. Um calibrador é uma amostra
usada como base para comparacao de resultados. Por exemplo, em um estudo de
efeitos de um medicamento sobre a expressado génica, um controle nao tratado seria
um calibrador apropriado. Para todas as amostras experimentais, a quantidade de
alvo é determinada pela interpolacédo a partir da uma curva padrao e, em seguida,
divida pela quantidade do alvo do calibrador. O calibrador, portanto, se torna uma
amostra 1X, e todas as outras quantidades sao expressas como uma diferenca de n-
vezes em relacao ao calibrador.

Como a quantidade de amostra esta dividida pela quantidade do calibrador, a unidade
da curva padrao esta cancelada. Assim, tudo o que é exigido dos padroes é que suas
diluicoes sejam conhecidas. Para quantificacao relativa, conseqlientemente, qualquer
estoque de cDNA, RNA ou DNA contendo o alvo apropriado pode ser usado para
preparar os padroes.

Para o uso adequado de curvas padroes relativas:

1. O estoque de cDNA, RNA ou DNA deve ser diluido com precisdao, porém as
unidades usadas para expressar as diluicoes nao sao importantes. Se diluicoes
na ordem de duas vezes de um produto de transcricao reversa (cDNA) de uma
linhagem celular controle for usada para construir uma curva padrao, as
unidades podem ser os valores de diluicao 1; 0,5; 0,25; 0,125 e assim por
diante. Ao usar o mesmo estoque de cDNA, RNA ou DNA para preparar curvas
padroes para multiplas placas, as quantidades relativas determinadas podem
ser comparadas entre as placas.

Observacdao: A AB recomenda que vocé prepare grandes pools de cDNAs da
curva padrao e do calibrador e, em seguida, aliquote estes cDNAs em tubos
para serem utilizados uma unica vez. O uso do mesmo pool de cDNA padrao e
calibrador ao longo do estudo ajuda a melhorar a precisdao dos resultados da
PCR em tempo real.

2. Uma curva padrao de DNA pode ser usada para a quantificacao relativa de RNA.
Por exemplo, vocé pode usar DNA genémico (se os primers forem desenhados
dentro de um unico éxon) ou DNA plasmidial contendo o alvo de interesse. Isto
assume que a eficiéncia da transcricao reversa do alvo é a mesma em todas as
amostras, mas o valor exato desta eficiéncia precisa ser conhecido.

Como a quantificacao deve ser normalizada para um controle endégeno, as curvas
padroes sao preparadas tanto para o alvo como para o controle endégeno. Para cada
amostra experimental, vocé determina a quantidade de alvo e do controle endégeno a
partir da curva padrao apropriada.

3. Método C; Comparativo (Método AA Cy)
O Método C; Comparativo, também referido como Método AACT, é semelhante ao

Método da Curva Padrdo Relativa, exceto por que usa formulas aritméticas para
alcancar o resultado para quantificacao relativa. E possivel eliminar o uso de curvas
padroes e usar o Método AACT para quantificacao relativa enquanto as eficiéncias de

PCR entre o(s) alvo(s) e o(s) controle(s) enddégeno(s) forem relativamente
equivalentes. Isto é discutido em maiores detalhes nesta secao.
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Formula Aritmética:

A quantidade de alvo, normalizado para referéncia endégena e em relacao ao
calibrador, é dada por:

-AAC

a. Um Experimento de Validacéo é Necessario para Determinar se o seu Calculo de
AACTé Valido.

Observacao: Os Ensaios de Expressdao Génica TagMan® apresentam eficiéncias de
amplificacao de 100%. Conseqiientemente, ao usar Ensaios de Expressao Génica
TagqMan®, nao é necessario medir a eficiéncia. A AB tem testado extensivamente os
parametros de desenho e acredita que os ensaios resultantes apresentardao 100% de
eficiéncia (£ 10%) quando medidos em uma faixa de diluicao de log 6, em amostras
que nao apresentem inibidores de PCR.

Orientacodes para Validar um Experimento

Observacao: Resultados precisos da PCR em tempo real dependem de fatores, tais
como reagentes, montagem do experimento, qualidade da amostra e analise.

As orientacdes para realizar um experimento de validagao efetiva sao:

1. A quantidade inicial de cDNA deve se estender por 5 ou 6 logs (ou seja, 100
ng para 10 pg) e englobar os niveis de expressao do(s) alvo(s). Observacao:
Pode nao ser possivel incluir todos os dados na analise de seu experimento
de validacao, uma vez que alguns pontos de diluicao podem estar fora da
faixa dinamica do(s) ensaio(s).

2. Correr, pelo menos, 3 réplicas para cada ponto da curva padrao.

3. Correr as reacoes do alvo e do controle endégeno em pocos separados
(reacoes unicas).

4. As concentracoes de primers e sondas devem estar nos niveis
recomendados de 900 nM para cada primer e 250 nM para cada sonda. Se
os experimentos de otimizacdo produzirem concentracdes alternativas de
primers e/ou sondas, ajustar as concentracdes adequadamente.

Para um calculo AACT valido, a eficiéncia da amplificacdo do alvo e a eficiéncia da

amplificacao da referéncia devem ser aproximadamente iguais. Para determinar se as
reacoes de amplificacdao apresentam a mesma eficiéncia, vocé pode observar como o
ACT (C -C ) varia com a diluicao do template. A avaliacao das eficiéncias

T alvo T referéncia
relativas da amplificacdo do alvo e da amplificacdo do controle enddégeno é alcancada
pela corrida de curvas padroes para cada amplicon ao utilizar a mesma amostra. A
amostra no experimento de validacdo deve expressar ambos os genes alvo e o
controle endogeno. Por exemplo, uma amostra que basicamente seja avaliada durante
o experimento (como o calibrador) poderia ser utilizada. Os valores CT gerados a partir

dos pontos de massa da curva padrao equivalente (alvo em comparacao a referéncia)
sao usados no calculo de ACT (CT avo " CT referéncia). Estes valores de ACT sao colocados

em grafico em comparagédo ao log de entrada para criar uma regressao linear semi-
log. O slope da regressao linear semi-log resultante pode ser usado como um critério

45



geral para correr um experimento de validacao. Em um experimento de validacao que
é corrido, o valor absoluto do slope de ACT em comparacao ao log de entrada é < 0,1.

Observacao: Se as eficiéncias das duas reacées de PCR forem iguais, o grafico da
quantidade do log de entrada em comparacdo ao ACT tem um slope de

aproximadamente zero.

No exemplo a seguir, as réplicas de cada ponto da curva padrao foram avaliadas por
PCR em tempo real. A média e desvios padroes dos valores C; das réplicas das
amostra sao apresentados na tabela a sequir.

Tabela 9: Calculos de ACT para o experimento de validacao.

Quantidade de c-myc GAPDH AC;

Entrada ‘zr‘:gF)‘NA Cr Média Cr Média c-myc — GAPDH
1,0 25,59 + 0,04 22,64 + 0,03 2,95 1+ 0,05
0,5 26,77 £ 0,09 23,73 £ 0,05 3,04 0,10
0,2 28,14 £ 0,05 25,12+ 0,10 3,02 0,11
0,1 29,18 £ 0,13 26,16 + 0,02 3,01 +0,13
0,05 30,14 £+ 0,03 27,17 £ 0,06 2,97 £ 0,07
0,02 31,44 £ 0,16 28,62 £ 0,10 2,82+0,19
0,01 32,42 £ 0,12 29,45 + 0,08 2,97 £0,14

b. Construcao de Graficos dos Resultados do Experimento de Validacao

® -
Exportar os dados analisados para o software Microsoft Excel e, em seguida, tabular
novamente os dados conforme apresentado abaixo.

Tabela 10: Log de entrada do RNA e ACT de alvos para experimento de validacao

Quantidade de Inicial de Log de Entrada: ng do ACy c-myc - GAPDH
RNA Total (ng) RNA Total

1 0,0 2,95
0,5 -0,3 3,04
0,2 -0,7 3,02
0,1 -1,0 3,01
0,05 -1,3 2,97
0,02 -1,7 2,82
0,01 -2,0 2,97

Para construir um grafico destes dados no software Microsoft Excel®:
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Apos ter feito as curvas de diluicao para o alvo e o controle enddgeno, tirar as

médias de Ct para as triplicatas de cada ponto da curva. Em seguida calcular os ACt

entre alvo e enddgeno utilizando as médias de cada ponto (esses valores de ACt irao

compor o eixo y do grafico). Para cada ponto da curva, calcular o log da quantidade

de material (diluicao) correspondente (esses valores irdao compor o eixo x do grafico).

Para montar o grafico:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

Selecionar os valores a serem plotados no grafico (selecionando as células
onde estao listados)

Ir em INSERIR — GRAFICO - XY (Scatter)

Na opcao “Series” remover “Series 2”.

Ainda na opcao “Series”, clicar em X values e selecionar os valores
correspondentes. Fazer o mesmo para Y values

Com duplo clique em cada eixo do grafico pode-se modificar as escalas dos
eixos

Em seguida clicar com o botao direito em um dos pontos do grafico e
selecionar “trendline”. Dentro de Trendline, na opcao “type” selecionar
“LINEAR”. Dentro de Trendline, na opcao “options” selecionar “Display
equation on chart”. A equacao que aparece é do tipo y=ax+b. O valor que
aparece ha posicao a corresponde ao slope da reta e, se a eficiéncia de ambos
o alvo e o endogeno estiverem semelhantes, esse valor devera ser entre -0,1 e
0.1.

Exemplo de grafico

Validation Experiment

y =0.0472x + 3.0157

Delta C;

* Y

-2 -15 -1 0.5 0 B Predicted Y

—|_inear
LDg InPUt (Predicted Y)

Figura 6: Grafico de validacao de ACT em comparacao a quantidade do log de entrada
de RNA
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Reconstituicdo e Diluicdo de Primers e Sondas TaqMan®

Introducao

Os primers TaqMan® sao normalmente enviados liofilizados. As sondas TagMan® as
vezes sdo enviadas liofilizadas, embora mais freqiientemente sejam enviadas em
solucéao (TE 1X) e suas concentracoes sao descritas na bula da Applied Biosystems.
As unidades de uma sonda ou primer liofilizado sdo oferecidas como uma massa, em
picomoles. Para criar um estoque de primers ou sonda, deve-se reconstituir o primer
ou sonda em TE 1X estéril (1mM Tris, 0,1mM EDTA, pH 8,0) ou em H20 estéril livre de

nuclease.

Determinacao da concentracao estoque de trabalho do primer ou sonda TagMan®

Primeiro, determine a concentracdo estoque de trabalho do primer ou sonda
necessaria. E importante considerar os volumes que serao pipetados
rotineiramente do estoque de trabalho do primer ou sonda. Recomendamos nao
pipetar menos do que 5 pL de qualquer reagente em uma mix de PCR ou a
propria reacao, pois pipetar pequenos volumes pode ser impreciso. Uma faixa
comum de concentracao estoque de trabalho do primer é de 10 ymolar (uM) a
100 pM. Uma faixa comum de concentragcées de estoque de trabalho da sonda é
de 2 yM a 10 pM.

Reconstituicao do primer ou da sonda TaqgMan®

Para reconstituir um primer ou uma sonda, deve-se calcular o volume de TE ou
H20 estéril necessario para alcancar a concentragao do estoque de trabalho. No

exemplo a seguir um primer liofilizado com uma massa de 119.000 picomoles
(pmols) sera reconstituido para uma concentrag¢ao do estoque de trabalho de 50
M.

Exemplo:
Observacao: Para os calculos a seguir é importante entender estas defini¢oes.

Mole (mol) é definido como uma unidade fundamental para medir a quantidade
de uma substéancia.

Molar (M) é definido como apresentando um mole de soluto em um litro de
solucgao.

50umol

Por definicao, uma solucao 50 yM teria

Primeiro converta a massa da sonda para pmols, visto que o estoque de
trabalho da sonda estara em uma concentracao de uM.

1 umol

119.000 pmol | ————
[
1.000.00 pmol

}: 0,119 zzmol
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Entao, resolva a seguinte equacao para identificar o volume X necessario para
alcancar a concentracao estoque de trabalho.

0,119 umol 50 umol
X L
Pela multiplicacao cruzada, X = 0,00238L

Litros podem ser convertidos para uma unidade de volume mais pratica.

1000 mL
L

[0,00238L] =2,38 mL

Para atingir uma concentracao de 50 uM, um primer liofilizado com uma massa
de 119.000 pmol sera reconstituido com 2,38 mL de TE 1X ou HZO estéril.

Diluicao de sondas TaqMan® ja reconstituidas para uma concentracido estoque de
trabalho

As sondas TaqMan® sao normalmente enviadas em solucdo e suas
concentracoes sao relatadas na bula da Applied Biosystems. O exemplo a
seguir demonstra como diluir sondas para uma concentracao estoque de
trabalho desejada. Uma faixa comum de concentracao estoque de trabalho é de
2 pmolar a 10 pmolar.

Exemplo: Diluicdo de sondas TagMan® ja reconstituidas com uma concentracao
de 100 puM para uma concentracao de estoque de trabalho de 10 uM.

Observe que neste exemplo a Applied Biosystems reconstituiu a sonda
TaqMan® com 50 puL de TE 1X para atingir uma concentracao inicial de 100 pM.

O calculo utilizado é CVvV=CVv,
Onde

C1 = Concentracao Inicial da solucao
V1 = Volume Inicial da solucéao

02 = Concentracéo Final da solugao
V2 = Volume Final da solucao

Uma concentracao Molar é um mole de soluto em um litro de solugéo. Portanto,
uma solucao de 100 pM teria 100 pmol em um litro. E, ha 1.000.000 pL em 1 L.

Ll(())gga(;z(;)ls }[SO,UL]Z[ 10 ptmol }[Vz]
.000.00 L 1.000.00 1L

Resolvendo a equacao, para encontrar V2,
V2= 500 pL
Para atingir um volume final de sonda de 500 pL, seria adicionado 450 uyL de TE

1X a 50 pL de solucao de sonda TagMan® 100 pM.

Armazenamento de primers e sondas TaqMan®
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Assim que os primers e as sondas forem reconstituidos e/ou diluidos,
recomenda-se que os primers e as sondas sejam distribuidos em aliquotas de
unico uso. Fazer aliquotas de tnico uso limita o descongelamento dos primers e
sondas TaqMan® e, portanto, aumenta sua validade. Recomenda-se armazenar

o Ve Ve -
os primers e as sondas TagMan® a —-20 C. Também é importante manter as
sondas TaqgMan® no escuro para evitar danos induzidos pela luz.

Otimizacao das concentracoes de primer e sondas TaqgMan®

Consulte o protocolo apropriado da Applied Biosystems para determinar como
otimizar as concentracdes da sonda e do primer para um ensaio de nuclease 5’
ou concentracdes de primer para um ensaio de PCR em tempo real utilizando o
corante SYBR® Green. Os protocolos podem ser obtidos a partir do servico
Documents on Demand da Applied Biosystems em
http://docs.appliedbiosystems.com/search.taf. Por exemplo, pode-se acessar o
protocolo do TagMan® Universal PCR Master Mix para encontrar informacoes
especificas sobre a otimizacao dos primers e sondas. No entanto, para a grande
maioria dos ensaios quantitativos de nuclease 5 desenvolvidos e executados
seguindo as instrucdes de desenvolvimento de ensaio da ABI, a utilizacao de
uma concentracdo de primers forward e reverse de 900 nM e sonda de 250 nM
fornecera um ensaio altamente sensivel e reprodutivel ao utilizar cDONA ou DNA
como um substrato. Devido a natureza nao especifica de sua deteccdo, a
otimizacao do primer SYBR® Green | deve ser eliminada somente com cuidado.
No entanto, se todas as instrucoes forem seguidas, as concentragdes do primer
forward e reverse de 50 nM devem fornecer amplificacao robusta com um bom
nivel de especificidade quando utilizar cDNA ou DNA como um substrato.

Preparacao de mix de reagentes da PCR

Recomenda-se nao pipetar primers e sondas TaqgMan® diretamente em sua
reacao, mas preferivelmente pipetar os primers e sondas hum mix de reagentes
da PCR. Esse mix pode, entédo, ser adicionado a cada um dos pocos da placa de
reacdao. O exemplo a seguir descreve como calcular os volumes de primers e
sondas necessarios de tal forma que os primers e a sonda estejam em uma
concentracdo final desejada na reacdo. Este exemplo é apresentado
simplesmente para demonstrar como diluir primers e sondas TagMan® em um
mix de reagentes da PCR. Consulte o protocolo especifico da Applied
Biosystems para determinar as recomendacées especificas para uso dos
reagentes da Applied Biosystems. Os protocolos podem ser obtidos a partir do
servico Documents on Demand da Applied Biosystems em

http://docs.appliedbiosystems.com/search.taf .

Exemplo: Preparacao de uma mistura de reagentes de PCR com concentracées
finais de reacao de primer de 900nM e concentracoes finais de reag¢édo de sonda
TagMan® de 250nM.

Determine o niumero de reacées que o0 experimento necessitara e acrescente
10%-20% adicionais (ex. 50 reacoes + 5) ja que provavelmente algum volume de
mistura sera perdido devido a aderéncia dos reagentes nas paredes do tubo.
Neste exemplo o usuario executara 50 reacOes e preparara a mistura de
reagentes da PCR como se fosse para 55 reacoes.

As reacdes sao preparadas com o TagqMan® Universal PCR Master Mix
(fornecido em uma concentracao de 2X, p/n 4304437), que fornece todos os
reagentes necessarios para o processo de PCR pelo sistema Tagman, com
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excecao de primers e sonda TagMan® e o template de DNA. A concentracao
estoque de trabalho dos primers sao de 50 uM e a concentracao estoque de
trabalho da sonda é de 10 uM. 10 uL de DNA template sera acrescentado a cada
poco. Os volumes de reacao sao de 50 pL.

Calcule os volumes de todos os reagentes necessarios para uma Unica reagao.

O TaqMan® Universal PCR Master Mix estd em uma concentracdo de 2X e
constituiria, portanto, metade da reacao ou 25 pL para estar numa concentracao
de 1X.

Para diluir o primer e a sonda, utilize o calculo a seguir.
C1V1=C2V2

Onde

C1 = Concentracéo Inicial da solugao

V1 = Volume Inicial da solucéao

02 = Concentracéao Final da solugao

V2 = Volume Final da solucao

Resolva o calculo para determinar V1 (volume de cada primer estoque
necessario por reacao).

50 pmols 0,9 umols
L OOOOO,UL}[ nl= [l 000.000 L}[ S04

V.=09uL

Resolva o calculo para determinar V1 (volume de cada sonda estoque
necessario por reacao).

10 umols 0,25 umols
L OOOOO,UL}[ nl= [l 000.000 L}[ S04

V,=1,25pl

Resolva o calculo para determinar o volume de H20 estéril necessario por
reacao subtraindo os volumes de todos os outros componentes da reacao de 50
ML.

50 pL (volume final da reacao) - 25 uL (TagMan® Universal PCR Master Mix) — 0,9
ML (primer 1) — 0,9 pL (primer 2) — 1,25 pL (sonda) — 10 pL (DNA template) = 11,95
ML H20 Estéril.
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Multiplique todos os componentes (exceto o DNA template) por 55.

Reagente | Concentracdo | Volume de Volume Concentracao
de estoque uma Unica hecessario final
reacao o Master
Mix
TagMan® 2X 25 uL X 55 1375 pL 1X
Universal
PCR Master
Mix
Primer 50 uM 0,9 uL X 55 49,5 uL 900 pM
Forward
Primer 50 uM 0,9 uL X 55 49,5 uL 900 uM
reverse
Sonda 10 uM 1,25 uL X 55 68,75 puL 250 uM
TaqMan®
H20 Estéril N/A 11,95 pL X 55 657,25 pL N/A

Observe que todos os componentes estariam na concentracao final adequada quando
40 uL do reagente do PCR fosse misturado a 10 pL de DNA em cada poco de amostra.

Solicitacao de primers e sondas TaqgMan®

Duvidas técnicas quanto as sondas e primers TaqgMan® podem ser feitas ao
Suporte Técnico da Applied Biosystems pelo e-mail
suporte@appliedbiosystems.com, ou pelos telefones: 0800-704-9004 ou 5070-
9662 (Grande Sao Paulo). Para solicitar primers e sondas TagMan® da Applied

Biosystems, envie um e-mail para vendas@appliedbiosystems.com.
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