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ANALISE ENTRE OS CONTROLES INTERNOS NO qRT-PCR
EM LINHAGENS CELULARES HUMANAS
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Introducao e objetivo Metodologia

O ensaio de gRT-PCR é uma técnica amplamente utilizada para estudos de

biologia molecular. A partir deste ensaio € possivel quantificar o RNA \O / :> W Extracdo de D s

Quantificacao

260/280
mensageiro (RNAm) extraido a partir de células ou tecidos. Para normalizacio v RNA - método Trizol e andlise
aCat, Cal27,
utilizam-se genes que as células expressam constitutivamente, que tem a SCCY e SCC25
funcao de controles internos para normalizar a expressao de genes alvo. No mm ! B
entanto, nao € adequado o uso dos mesmos genes enddgenos para Analise AAC, ! < :: <: {mﬁmﬂﬁemerﬁmm JrTTTT
. ~ . . oo Genorm, BestKeeper, - pars erare '
normalizagdao em todos os tipos celulares. Sendo assim, o objetivo deste | ' .\ "o MPOP PP DT
trabalho é avaliar a estabilidade de diferentes genes enddgenos como PCR (GAPDH, B-actina, Sintese de cDNA ’
controles internos entre linhagens celulares humanas de origens distintas. RPLO, SDHA e HPRT1)
Resultados
1. Controles endogenos utilizados nas linhagens HACAT, 3. Estabilidade dos genes endogenos analisados por
Cal27, SCC9 e SCC25 em estudos nos ultimos 5 anos diferentes métodos

Fig. 1. Utilizacao de diferentes genes de
controles enddégenos para normalizacao da

Delta Ct RefFinder
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expressao do gene alvo. Estudos 2 y
analisados demonstram que o gene de §4' §4-
controle endégeno GAPDH é o mais > 3 e
utilizado nas linhagens de HACAT, Cal27, % %
SCC9 e SCC25. ® ? 27
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2. Valores absolutos de Ct nas linhagens celulares 3 g 1-
demonstram variabilidade entre os genes endégenos 0-
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Fig. 2. Variabilidade dos CTs dos genes endogenos GAPDH, B-act, HPRT1, e EAPDH EXGUIN  GoHA HERT1  RELG A Sirhil BAGTIN SDHA TR FPLG

SDHA e RPLO nas amostras de Hacat, Cal27, SCC9 e SCC25. O gene enddgeno

, , , T Fig. 3. Diferentes softwares para avaliacao da estabilidade de genes
RPLO foi o que demonstrou maior amplitude de variacao.

endogenos. Menores valores indicam genes com maior estabilidade.

4. Analise pE|O GeNorm mostra que s30 necessarios. no Observa-se que houve diferenca entre a indicacdo de gene com maior
G . ’ estabilidade de acordo com o método utilizado pelo software.
minimo, 2 controles endogenos

A ‘,‘:25 . Average expression stability of remaining reference targets ::: B Determin of the optimal number of refer Co n CI u Sa O
| g:g Analisando o uso de diferentes genes para controle endogeno no ensaio de
- RT-PCR com diferentes linhagens celulares, observa-se a importancia de
- testar diferentes opc¢des para satisfazer critérios de métrica deste ensaio.
Além disso, nota-se que, idealmente, sao necessarios 2 genes para uso de
B > 5 > - controle enddogeno quando comparamos as diferentes linhagens celulares
: - estudadas.
Fig. 4. A- Analise por GeNorm demonstra que B-actina foi o gene endogeno A . f :
mais estavel. B- Quando compara-se o numero 6timo dos genes enddgenos POIO TInanceiro

em um experimento, foi demonstrado gue sao necessarios, ho minimo, 2 prO \il,{(pesq @

, - ACNP
genes endogenos para as Ilnhagens EStUdadaS' Pro-Reitoria de Pesquisa - UFRGS CAPES @ q



