PCR EN TIEMPO REAL:
FUNDAMENTOS Y APLICACIONES
EN INVESTIGACION




CRONOGRAMA

Tedricos:
Modalidad virtual
6 al 9 de setiembre
Unirse a la reuniéon Zoom

https://salavirtual-udelar.zoom.us/j/84594455127

ID de reunion: 845 9445 5127

Practicos:

Modalidad presencial

12 al 16 de setiembre

Salén 303, 3er piso ala sur - Facultad de Ciencias

Material en EVA
https://eva.eduper.udelar.edu.uy/course/view.php?id=82



https://salavirtual-udelar.zoom.us/j/84594455127
https://eva.eduper.udelar.edu.uy/course/view.php?id=82

APROBACION

Examen individual a distancia a traves de EVA o similar



TEORICOS

- Principios del PCR en tiempo real. Curvas de amplificacion. Sondas
Tagman, SYBR Green, Molecular beacons.

- Disefio de cebadores. Eficiencia y correcciones de eficiencia. .
Caracteristicas de genes de referencia, seleccion y validacion.

- Cuantificacion absoluta: curvas estandar, limitaciones .
Cuantificacion relativa: modelos de cuantificacion

- Diseino experimental: Réplicas, controles, preparacion de las

muestras (integridad del ARN, contaminacion con ADN genomico,
sintesis de ADNCc).

Docentes: Alexandra Castro, Florencia Mosquillo y Leticia Pérez
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ESTA CLASE CUBRIRA LOS SIGUIENTES TEMAS:

1. ¢ Qué esy para que se utiliza la PCR en Tiempo real?
2. ¢, Como funciona la PCR en Tiempo Real?
3. ¢, Como se mide y qué instrumentos se utilizan?

4. ¢ Como son los datos de la PCR en Tiempo Real?



1. ¢QUE ES LA REAL TIME PCR Y PARA

ARN

QUE SE USA? %

Cycle



¢ QUE ES LA PCR EN TIEMPO REAL?

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
un proceso para la amplificacion de fragmentos
especificos de ADN.

La PCR en tiempo real, es una técnica especializada
que permite visualizar una reaccion de PCR “en
tiempo real” a medida que avanza la reaccion.

Como veremos, la PCR en tiempo real nos permite
medir cantidades minimas de secuencias de ADN en
una muestra.



¢PARA QUE SE UTILIZA LA PCR EN TIEMPO
REAL?

La PCR en tiempo real se ha convertido en la piedra angular
de la biologia molecular:

Analisis de expresion génica
Investigacion sobre el cancer
investigacion de drogas

Diagnostico y manejo de enfermedades
Cuantificacion viral

Pruebas de alimentos
Porcentaje de alimentos transgénicos

Mejoramiento genético de animales vy plantas
Numero de copia del gen
Genotipado SNPs

Monitoreo ambiental
Patdogenos en muestras alimentarias
Residuos
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2. iCOMO FUNCIONA LA PCR EN

ARN

TIEMPO REAL? %

ra NN PN



¢COMO FUNCIONA LA PCR EN TIEMPO REAL?

Para comprender mejor qué es la PCR en Tiempo
Real, revisemos como funciona la PCR
convencional o a tiempo final....



i COMO FUNCIONA LA PCR?

Frimer directa o J_u - LLLLLLLLLI
forwand /
A |

» % TrTTTTTY

5 3
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L Primer reversa o
TEYEr=a

1 Desnaturalizacion a 2 Apareamiento de
95-96°C los cebadores
(50-60°C)

3
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25-40 ciclos

Elongaciona 72°C



i COMO FUNCIONA LA PCR?

3 5’

5’ ’
, 5

’ SN v g / d:NTPs

3
Cebadores o e \
Primers s—5

” ADN polimerasa

T (ADN dependiente)

‘/(’ s \5,
3 63/
Agregar al tubo de reaccion

3
\
\ . R 5

5 3 . . .
— /“’ \5, Desnaturalizacion
/ 3
’

Apareamiento



i COMO FUNCIONA LA PCR?

5!

5!

3

5 3

Extension
3 Taq 5
-
o
> Taq ¥
3 Taq
-
o
Taq ¥

Repeticiones



¢ COMO FUNCIONA LA PCR?

5!

Ciclo 2

Ul w U w Ul
wWu W u w

4 Copias

5 3

w
v

Ciclo 3

8 Copias

U w UTw u w Uw uw uw4
w ul WU Wy wu wa wua
) U1 21 KLy R R ]




COMO
FUNCIONA LA
PCR?

...Asi es como se suele presentar la PCR
tradicional.

Para comprender la PCR en tiempo real,
hagamos un "experimento mental" y
guardemos todos los calculos y formulas para
mas tarde...

Lo mas importante es que comenzaremos
iImaginando la PCR en si y solo entonces
dibujaremos graficos para ilustrar lo que va
sucediendo.



Y EN LA PCR

E N T | EM P 0 Para entender la PCR en tiempo real, imaginemos que
estamos en un tubo de reaccion de PCR en el ciclo

REAL. . namero 25...




Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL. ..

¢, Qué hay en nuestro tubo, en el ciclo
namero 257

Una sopa de nucleotidos, primers, ADN
molde, amplicones, enzima, etc.

1,000,000 de copias del amplicon ahora
mismo.



Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL...

.. Como fue en el ciclo anterior?

En el ciclo 24 era casi igual, excepto que solo habia
500.000 copias del amplicon.

.Y el ciclo anterior a ese, el 23?

Casi lo mismo, pero solo 250.000 copias del
amplicon.

.Y el ciclo 227

No era muy diferente. Solo habia 125.000 copias del
amplicon.



Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL. ..

Si tuviéramos que graficar la cantidad de ADN en
nuestro tubo, desde el principio hasta ahora, en el ciclo
25, el gréafico se veria asi:

2000000

1800000

1600000

1400000

1200000
1000000

800000 I
600000
400000 /

200000 4/

0




Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL. ..

Entonces, en este momento estamos en el ciglo 25 en
una sopa con 1,000,000 de copias del objetyo.

¢, Como sera después del proximo ciclo, en gl ciclo 26?7

2000000

1800000

1600000

1400000

1200000
1000000

800000 /
600000
400000 /

200000 J

0




Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL...

¢, Como sera en el ciclo 26?

Probablemente habra 2.000.000 de amplicones.
.Y el ciclo 277

Quizas 4.000.000 de amplicones.

Y en el ciclo 2007

Siendo realistas, a medida que avanza la reaccion en cadena, se vuelve
exponencialmente mas dificil encontrar primers y nucledétidos.

iAsi que el crecimiento exponencial no continta para siempre!



Y EN LA PCR

EN TIEMPO .
REAL. ..

Si graficamos la cantidad de ADN en nuestro tubo a
partir del ciclo 25, vemos que en realidad se ve asi:




Y EN LA PCR

EN TI EM P O ¢, COmo se puede usar todo esto para medir
R EA |_ L. cantidades de ADN?

0000000




Y EN LA PCR |
EN TIEMPO Imaginemos que:

A empieza con cuatro veces menos ADN que B... imagina

REAL v e e gque A tiene 100000 de copias en el ciclo 25. Retrocede
unos cuantos ciclos y completa la siguiente tabla.

: Ciclo . B
23
24
“ 25 1,000,000



Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL. ..

Cycle A B
23 250,000 1000000
24 500,000 2000000
25 1,000,000 | 4000000

Entonces, si B comenz6 con CUATRO veces mas
molde de ADN que A

.jEntonces B alcanzaria 1,000,000 de copias

exactamente DOS ciclos antes que A !

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40



Y EN |-A PCR ¢ Queé pasaria si tu comenzaras tu PCR con

EN TIE MPO OCHO veces MENOS molde de ADN que A?
REAL... “
\ A
Cycle A Tu
25 1,000,000 125,000 -«
26 2,000,000
27 4,000,000
28 8,000,000




Y EN LA PCR
EN TIEMPO
REAL. ..

Solo tendrias 125.000 copias el ciclo 25...

iY llegarias a 1,000,000 de copias exactamente
TRES ciclos mas tarde que A

Cycle A Tu
25 1,000,000 | 125,000
26 2,000,000 | 250,000
27 4,000,000 | 500,000
28 8,000,000 | 1,000,000




Ciclo

23
24

25

26
27
26

Y EN LA PCR

EN TIEMPO
REAL. ..

A B
250,000 1000000
500,000 2000000

1,000,000 4000000
2000000 8000000
4000000 1600000
80000000 3200000

" - Ct Values: //////-
. 1]
125,000 / /
250,000 23 5 o8
500,000
1,000,000 X\\ / / / / ?>

Describimos la posicion de las lineas con un valor que
representa el nUmero de ciclo donde la curva cruza un umbral
arbitrario. Esto se llama el “Valor Ct”.

Los valores de Ct estan directamente relacionados con la
cantidad inicial de ADN, mediante la formula:

Cantidad= 2/ ¢t

5000000

1500000

[]]
L

0




Y EN LA Pc R Existe una relacion DIRECTA entre la cantidad inicial de
ADN y el nimero de ciclo en el que alcanzara un

E N -I- I EM P O numero arbitrario de copias de ADN (valor Ct).
REAL...

Cantidad de ADN = 2 Numero de ciclos

Copy Number vs. C, - Standard Curve
40

~.

> \
9

; ~

= y =-3.3192X + 39.772
jy 20 ) R2=0.9967

*
. \\

’ T~

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o
Log of copy number (10")



Y EN |-A PCR Que tan sensible es la PCR en Tiempo Real?

EN TIEMPO 40

REAL. .. NS
) N

= y=-3-3192X + 39.772
. ) R? = 0.9967

. S
; N

Copy Number vs. C, - Standard Curve

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Log of copy number (10")

En Ultima instancia, jincluso se puede medir una sola copial!

En realidad, normalmente unas 100 copias es la cantidad
minima.

Por ejemplo, cien copias de un gen de aprox 200 pb equivalen

a solo veinte atogramos (20 x 1018 g) de ADN!



| PCR EN TIEMPO REAL VS PCR A TIEMPO FINAL

A

! ]
!'-.‘r.‘r.'f.f.r.?. .F.#.f.?..ﬂ

BK
M 10° 107 10° 10¢ 10° 102 10

1

>

Real-Time PCR PCR
Sensitivity High Low
Specificity High Low
-use specific probes -only size discrimination
Quantitative Yes No
results -Specific fluorescence -EtBr staining
Detection Probe-specific Agarose gel
method Fluorescence Electrophoresis
Detection range Wide range Short range (<2 log)
Reaction time 1hr 3-5 hr
Post-PCR steps No Agarose gel electrophoresis
Cross- No Yes
contamination -Closed system -Open system
- Single step - Multiple steps

En la PCR convencional (a tiempo final) la deteccion del
producto de amplificacion se realiza en la fase de meseta de la
reaccion, donde la misma ya se detuvo; por lo tanto, las
medidas realizadas en esta fase, no ofrecen resultados fiables
en cuanto a la cantidad inicial de ADN molde de la muestra




QUE PASA SI PARTO DE ARN

One-step RT-PCR
rr dNTPs transcriptasa
< ) reversa
primers gene _ADN
especificos &Q polimerasa

ADNCc
amplificado

Two-step RT-PCR
rr transcriptasa rr ~ ADN
< dNTPs reversa - dNTPs .':Ci polimerasa
((‘ Oligo dTs and/or random primers <<\ primers especificos

ARN
molde

ADNC
amplificado



3. :COMO SE MIDE Y QUE INSTRUMENTOS

SE UTILIZAN? %

Cycle

ARN




¢COMO MEDIMOS EL ADN EN
UNA REACCION DE PCR?

Agentes que se unen al ADN Sondas de hidrolisis Sondas de hibridacion

79

. region

i .

T

. b

‘}(—' Stem
5 region
R )

Flucrophore T

eporter dye) )
3 Quencher
{BHQ dye)

Sybr Green | Sondas Tagman Molecular beacons
y sondas scorpions



UTILIZACION DE FLUOROCOMOS Y SISTEMAS

REPORTERQS

Sybr Green, EvaGreen

/
SXe
// N
A
C[Ny_/gi%}
S
Agente intercalante que
fluoresce unicamente al
unirse al ADN doble cadena

pero no al ADN simple
cadena

Sonda TagMan

(=

Q = quencher (TAMRA)

R = Reporter o reportero (FAM,

VIC, TET y JOE)

La sonda no fluoresce cuando
esta intacta

Durante la amplificacion la
actividad 5’ exonucleasa de la
enzima Taq polimerasa cliva la
sonda

Molecular beacons

Spedific targeted
eeeeeeee

La sonda fluoresce solo
cuando hibrida



ance {%)

C

luores

F

FLUOROFOROS

FAM

100 -
25°C
0 -——52°C

80

....... 35°C

60 |

A:O }
20 | .
lcl..’. . -~ Oix®a

.o.o.-......n.?

0
500 025 550 575 600 625 650 675 700

Wave length (nm)



PCR EN TIEMPO REAL BASADA EN COLORANTES
FLUORESCENTES

@ Iniciacion @ Desnaturalizacién (95°C) @ Apareamiento de los @ Extension (72°C)
cebadores o primers (60°C)

f Polimerasa o

DNA template . '
G 5 S TTTTTTTTT
5 i '\ 3
T\ T Primer reverso
F Tl o ™ d 1 T
. 3 ]I LLllii Primer directo o © "€Verse y < 1 .
forward 4 A A" 5
. . N ,
Intensidad de fluorescencia no El aumento de la 3 3
detectada temperatura hace que el \' f
ADNc se separe o
, ) Resultados
Fluoréforo en estado excitado
2 8 Anolificacis
HHHHNG T
la concentracién \ / §
del ADNdc, mayor o
sera la sefial de / S Threshold
intensidad de El fluoréforo en Sefial fluorescente [ S S no hay
fluorescencia. estado amplificacion
fundamental se —_—

une al ADNc

Ciclos




PCR EN TIEMPO REAL BASADA EN

SONDAS FLUORESCENTES

@ Iniciacidn @ Denaturalizacién (95°C)

/

Template DNA

; [T, penaturalizacton
3 3 ‘«6

\

Excitation Excitation

oy
00 |i: ©

W

Figure 9. The FRET phenomenon. (A) FRET occurs when a green light
emitting fluorescent dye is in close proximity to a red light emitting
fluorescent dye. [B) FRET does not occur when the two fluorescent dyes
are not in close proximity.

@ Apareamiento de los @ Extension (72°C)

primers (60°C)

Polymerizacion S Polimerasa

STTTTTTTTTTTTTTTTITIT

5
AL (T
A v Reverse ‘\

N

Primer \»»v Reportero ®

»

Forward
Primer ) ,
Sonda unida 5 —
3 11111 LLLLLLL 3

fluorescente

1 (

Reportero ®
FIuorescen\t;/—\ Quencher k

fundamental excitado

)§« Senal fluorescente
QnTI1’ Polymerase i
cleavage

Fluoréforo en estado Fluoréforo en estado

Resultados

Fluorescencia

Amplificacion

Umbral

sin amplificacién

Ciclos




SYBR GREEN Y SONDAS: VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Sybr Green

Union inespecifica al ADN

Se puede utilizar para cualquier gen

Se debe verificar el producto

Un anico fluoréforo por tubo.

Una unica reaccion por tubo

Curvas de disociacion - Permite detectar
formacion de dimeros

Aplicaciones:

Expresion génica

Cuantificacion de ADN (deteccion de
patongenos)

CHiP

Sondas

Union especifica al ADN

Para cada gen a estudiar se debe utilizar
una sonda diferente

Sonda verifica producto, mayor
especificidad

Se pueden emplear varios fluoréforos en
simultaneo. Multiplex

No se puede realizar curva de disociacion
No se pueden detectar los dimeros

Aplicaciones:
Expresion génica,
cuantificacion de ADN
CHiP, SNP

Numero de copias
Carga viral

multiplex




COLORANTES DE NUEVA GENERACION

EvaGreen EvaGreen

inactive form active form EvaGreen-DNA complex

EvaGreen tiene menos background que SYBR® Green |.

25
=0.0 hour 0.0 hour

SYBR® Green I EvaGreen™

&

0.5 hour

EvaGreen es menos inhibidor en la reaccion de PCR que SYBR Green, lo
gue permite el uso de una concentracién de colorante saturada para una
sefial méxima y un mejor andlisis de melting de alta resolucién (HRM).

N

2 1.0 hour

3.0 hour

-
tn

-

Mas seguro con el medio ambiente.

Relative Fluorescence

B

EvaGreen es muy estable tanto durante el almacenamiento como en
condiciones de PCR.

0 0 - . - :
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

SYBR Green |, por otro lado, se sabe que se degrada después de multiples
ciclos de congelacion y descongelacion y en condiciones de PCR.



COLORANTES DE NUEVA GENERACION

1.0 = . -
: SNP genotyping by Precision Melt

Analysis software using data
generated by the CFX96 real-time
PCR detection system. Discrimination
of human factor V coagulation SNP
genotypes (C to T substitution) using
SsoFast EvaGreen supermix. Data from

04— |

Marmalized RFL
(]
T

0.0 Mutant . homozygous wild type (green), mutant
: : (red), and heterozygote (blue) samples
0.0 : : are shown on a normalized melt curve
?'3 7'4 7|5 ;;-'5 ;-JE plot. RFU, relative fluorescence units.

Temperaturs, “C



ANALISIS HRM (HIGH RESOLUTION MELTING)

A Fluoescence

o hkxn\uaoo:300ﬂn¢onoo »
./’
o Normakzed Fluccescence ¢

o
B

o
>

=3
~

=

-
-

] 1S » »”

Tatrooéme (*C)

&
-

AL .
Temperature (*C)

& Ruomescence

L

o ro

re =
Temperature ("C)

At1g68170-1

....................

Wr ..h:cta;caaz:zaagatg;(aqzaa:(ckagt::oc:cz:ztctxatkgtctc:é;t:tzcxacac:xttcat;attccz:.
leaaconanneetsdehedod
#2/7 . . Jgctagcaafggasgatggiatgaacccaag-glacicgigpecta cgtcxcttt!t(t!%kt)t!(t((ﬁ\t)tlt(tf.

2377 IRCRIRCANLERIRIZELATEINCCCAIL - RLACICRIRRCCTINCRICRCTIRLLTIRCLACACIIRRCAtgatICCL

At1925270-2

W .haa:cagzaagaa;(g;(c4;;3!zxacalgza;g(:gk:c!:J(!J;(a!t!:-t(ikzg;gh!gc!c;;gtactcagaacn ’
P AR E P TR R F L1122 T I I T I P T 1T A AT T A 1A T I A T T I T A A 111 [t T 1T 1A W
83/7

. TAAtCAREIILAIRCELCCALIN L L ACATRRIZLCILCLCLLACtARCATLL -~ LLLCRRERLLRCLCRERLACICAgAACE . .

FIGURE 2 | Detecting CRISPR/CAS9 mediated
editing in T1 plants using HRM. (A—D) HRM
analyses using the genomic DNA from T1 plants
carrying sgRNAs against two Arabidopsis genes,
At1g68170 and At1g25270. All experiments were
performed in two technical replicates. (A,B) The
melt curve (A) and the smoothed first derivatives of
the melt curves, normalized to one of the WT
samples (B) for the At1g68170-1 locus. Gray lines
represent WT, whereas red and blue lines
represent two independent transformed lines. (C,D)
The melt curve (C) and the smoothed first
derivatives of the melt curves, normalized to one of
the WT samples (D) for the At1g25270-2 locus. (E)
Homozygous mutations found in the progenies of
plants shown in (A-D). The target sequence is
marked with a red square; PAM sequences are
shown in red letters. Dotted squares indicate the
positions of primers used for the analysis in (A-D).



EXISTEN DIVERSOS EQUIPOS DE PCR EN TIEMPO
REAL

Los instrumentos de PCR en tiempo real constan de
TRES componentes principales:

Termociclador (maquina PCR)

Modulo optico (para detectar fluorescencia en los tubos
durante la ejecucion)

Computadora (para traducir los datos de fluorescencia en
resultados significativos)



EXISTEN DIVERSOS EQUIPOS DE PCR EN
TIEMPO REAL

Applied biosystems  Rotor Gene (Qiagen)  Modelo CE-IVD 4 canales (Bioron)

m—

)

- 1
Placa: hasta 384 reacciones en
Rotor: hasta 72 muestras en

paralelo paralelo Placa: hasta 96 reacciones

Q o en paralelo




Q U E T I PO D E El software en tiempo real Convierte las ser“l.ale.s. '

S 0 F-I-WA R E S E fluorescentes de cada pocillo en datos significativos.
UT I |. I ZA c 0 N 1. Configurar programa de PCR
R E A |_ _T I M E ? 2. Configurar el disefio de la placa

3. Recolectar datos.

4. Analizar datos.
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4. iCOMO SON LOS DATOS DE LA PCR

EN TIEMPO REAL? %

Cycle

ARN




RESULTADOS

Resultados obtenidos a partir de diluciones de DNA

€366939



RES U |_TA D OS Una vez que se establece el umbral, el software puede
calcular automaticamente los valores de Ct.
automatically by software.




ANALISIS DE

DATOS Los datos de fluorescencia recopilados durante la PCR
nos dicen "cuanto”... jpero hay otro tipo de analisis que
podemos hacer que nos dice "qué"!
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€366939



CURVAS DE MELTING

Las curvas de melting
pueden decirnos qué
productos hay en una
reaccion.

Basado en el principio de
gue a medida que
aumenta la temperatura
el ADN se vuelve
monocatenario, los
fluoroforos ya no se
uniran ni emitiran
fluorescencia.

COLD

MEDIUM

HOT



CURVAS DE MELTING
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Curva de melting

Curva de melting:
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Curvas de melting: Aumento progresivo de la temperatura lleva a la desnaturalizacion del
amplicon, liberacion del SYBR Green y disminucion de la fluroescencia. Esto permite
determinar la Tm del amplicon y verificar la formacion de productos unicos.
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CURVAS DE MELTING
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CURVAS DE MELTING
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CURVAS DE MELTING

Diferentes amplicones
tendran diferentes picos
de melting.

Dimeros de primers
generaran un pico de
melting muy diferente.

-d(RFUAT
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200
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400

200

-200 1

Melt Peak Chart : cai_kit_test 2_2006-04-18-MOD.opd

Color key: Green=100X, Red=10000X, Blue=1000000X , Black=NTC.



EL DISENO DE PRIMERS ES FUNDAMENTAL
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EL DISENO DE PRIMERS ES FUNDAMENTAL
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MATERIAL DE APOYO

Real-time PCR handbook (Life technologies)

Introduction to Quantitative PCR, Methods and Applications Guide
(Agilent technologies)
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