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O que é PCR?

e Amplificacao de um segmento especifico de
DNA dentro de um genoma (gene ou parte
dele, regidoes supervariaveis, Junk DNA, etc.)

e "Fotocopiadora” molecular
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* Inventada™ por Kary
Mullis em 1983.

* Primeira publicacao em

1985 (Methods in Enzymology)

Quimica em 1993.
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Ambiente adequado




PCR

Reagentes Necessarios para a Reacao

WYE
Tampao
DNA molde
Iniciadores*
Nucleotideos
Mg++
DNA Polimerase (Taqg)™




1989 - DNA Thermal Cycler, primeiro termociclador
automatico




Ciclos de Temperatura

Denature DNA

1. Temperatura de desnaturaciao do DNA

Extend Primers

2. Temperatura de ligagao dos iniciadores

cycle #1 cycle #2...

3. Temperatura de extensado da fita de DNA

http://passel.unl.edu/pages/animation.php?a=PCR.swf




Desnaturacao inicial: 4 minutos a 94°C é suficiente para a

grande maioria dos casos. |
o . mwmﬂm Wﬂ. mm Step 1 : denaturation
Desnaturagao: 1 minuto a 94°C ! minut 94 °C

Ligacao: 1 minuto operando na temperatura de ligagao

especifica do primer, podendo ser aumentada ateé 90
segundos.

3’ Step 2 : annealing
5

45 seconds 54 °C

Extensao: Temperatura otima da enzima. Para a Tag, utiliza-se 1
minuto a 72°C, podendo ser aumentada ate 2 minutos de acordo
com a quantidade utilizada, o numero de ciclos e o tamanho do
produto desejado T T » St

: extension ‘
| 3 LU LLLLLLL g L LLETTT
2 minutes 72 °C
only dNTP's

Extensao Final: Apos o termino dos ciclos, costuma-se
acrescentar um passo de 4 minutos a 72°C, como
oportunidade adicional para a polimerase agir

Final: Programa-se o termociclador para um hold, de 0 a 4°C, para manter
as amostras conservadas até o momento de estocagem
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Reagentes Necessarios para a Reacao

Agua

Eoa Rl oM
DNA molde 8 B Pohmense

Nucleotideos

Iniciadores* il F e o
T Ly Vius or Bacteria)

DNA Polimerase (Tag)* . K — Primers

Tampao

Mg++




Reagentes Necessarios para a Reacao

Quantidade minima de DNA
 DNA molde
Complexidade do DNA

— De plasmideos a genomas completos

Pureza
— Proteinas, lipideos, outro DNA, reagentes extragao

Degradagao

Inibidores
- EDTA, heparina

Contaminacao
— Produtos amplificados




Dissolvido em agua (deionizada estéril)

tampao (TE = Tris-EDTA; HEPES;
NaOH 0,8M em agua, etc.)

estoca-lo por longos periodos de tempo

—200C - por até 2 anos em tampao apropriado.

<]




Desoxinucleotideos — dNTP's

OH OH
Phosphate Ribose

Adenosine
5'-monophosphate
(AMP)
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(dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

v'Solucao estoque de 10mM em
agua e pH 8,1* sem pirofosfato

v Em concentracoes iguais®

v Concentracao final entre 20 e
200uM, dependendo do
tamanho do segmento e
duracao da reacao

v Altas concentracdes afetam
especificidade dos iniciadores
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Reagentes Necessarios para a Reacao

A -
Complementar a seqiiéncia S

T3 ATTAACCCT CACTAAAG

dO DN A IIlOl de Tacs A ATT AAC CCT CAC TAA AGG G
7 AATACG CTATAG

SP ATTTAG GTG ACA CTATAG A&
BGH reverse TAG AAG GCA CAG TCG AGG

Bluescri.t primers
CTC GAG GTC GAC GGT ATC GA

15 30 d b * SK CGC TCT AGA ACT AGT GGA TC
a p are S e as e -REV GGA AAC AGC TAT GAC CAT G

pUC/MI3 primers
MI13-48R AGC GGATAACAATITCACACAGGA

M13-21 TGTAAAACGACGGCCAGT

Conteudo de C/G — 45 a 55%* Mis 20 coe TAMACGACEGCEACT

pGEX primers
pGEXS* GGG CTG GCAAGC CACGTTTGG TG

pGEX 3" CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG

Normalmente sense e antisense/ E——

T7 promoter TAATAC GAC TCA CTATAG GG

FOW&I’d C Icverse T7 terminator GCT AGT TAT TGC TCA GCG G

GL/pCAT primers
GL primer 1 TGT ATC TTA TGG TAC TGT
GL primer 2 CTT TAT GTT TTT GGC GTC !
RVprimer 3 CTA GCA AAA TAG GCT GTC CC

Conc entra(; 50 6tima O ’ 1 a O ) 5 HM RVprimer 4 GAC GAT AGT CAT GCC CCG CG




Considerar:

Validade

Numero de congelamentos e

descongelamentos

Contaminacao

5’ CCCTTA—>

Quantidade

— Pouco: pouca amplificagao

— Muito: pouca amplificacao




Parametros para iniciadores 0

= Qutros parametros importantes: \ "

Conteudo G+C entre 40 e 60%:;

3 ou mais bases G ou C devem ser evitadas na extremidade 3’ para
evitar estabilidade em anelamentos inespecificos;

Evitar timina ou adenina na ultima posi¢ao 3’, uma vez que estas
se ligam mais fracamente e causam ins abllldade;

Evitar mal-pareamentos, especialmente na extremidade 3’;

A extremidade 5’ pode sofrer modificacoes de modo que a
auséncia de complementariedade ndo comprometa o anelamento
(insercao de adaptadores, sitios de restricao, etc);

Repeti¢coes de nucleotideos (4 ou mais) e de dinucleotideos devem
ser evitadas devido a mal-pareamentos;

Formacao de estruturas secundarias (hairpins);
Formacao de homodimeros;
Formacao de heterodimeros.




“Desenhando” Iniciadores

Primer-Dimers (anelamentos Sense/Antisense),

5% 3
3 5

Self-Dimers (anelamentos Sense/Sense ou Antisense/Antisense)

Hairpins (dobramentos da cadeia de um primer , fazendo com que
ela se pareie consigo mesma).




* Principais ferramentas disponiveis para desenho de
iniciadores:

= Primer3Plus (free, interface web)
Primer-Blast (free, interface web)
PrimerSelect (shareware)
Primer Express (shareware)
Primer Premier (shareware)
OLIGO Primer Analysis Software (versao 7)
FastPCR (shareware)

Ferramentas complementares para avaliagao dos iniciadores:

= |DT OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, em Scitools)
= PCR in silico (http://insilico.ehu.es/PCR/, para bactérias)

Fonte: http://www.lgem.icb.ufmg.br/software/ cursoBionumerics/Confeccao_oligonucleotideos_iniciadores.pdf

]




PCR

Tag DNA polymerase

5 = 3’ / sem atividade corretival

Thermus
aguaticus

Thomas Brock - 1976 Estével até 11 7°C




Taq DNA Polimerase

m 0,4 a 1U da enzima para reacoes de 25 U | finais.

m Para reacoes longas usar mais enzima ou
escolher mais estavel

m Em geral sao forenecidas conjuntamente com
solucao-tampao especitica, cuja composicao
varia com o fabricante.




Non-Proofreading

v'alguns erros na sequéncia do fragmento final.

v adiciona uma adenina (A) extra as extremidades 3" do DNA

N
Proofreading i

e
v'nao adicionam nucleotideos extras nas bordas das

cadeias-filhas

v Com atividade corretiva3™ = 5’

Pfu (de Pyrococcus furiosis) € a Tli (de Thermococcus litoralis) Promega, Gold da Perkin-
Elmer, Platinum da Life-Technologies, Vent da New England Biolabs, Pwo polimerase da
Boehring.




m Ao usar proofreads — usar maior concentracio de ANTP’ s
(minimo 200 4 M de cada) para evitar destruicao dos iniciadores.

=l




B A incorporacao de bases erradas (wzsmatch)em
enzimas sem atividade corretiva reduz a
estabilidade da interacao enzima com o DNA
molde, o que pode favorecer a interrupcao da

polimerizacao

Cuidar com Mg?* e INTP' s!




Inibidores da enzima Taq DNA
polimerase

® Fenol

m Proteinase K

m Agentes quelantes em excesso (
m Hemoglobina

_INIDN

m Elevadas concentracoes de sal




Solucao-tampao

* Tons diversos (Na+, Cl-, K+, entre outros)

* Detergentes (Tween 20, Triton X-100, Nonidet P-40)

* Proteinas estabilizantes (BSA)

* Substancias que agem na denaturagao da cadeia
molde de DNA (DTT = Dithiothreitol, -
mercaptanoethanol), quebrando as pontes de
hidrogénio entre as bases.




PCR

Matriz dos 12 TampO0es utilizados na otimizacao das reacdes de PCR

Tambéo Tris-HCI Tris- HCI Tris-HCI MaCl
P pH 8,3 pH 8,8 pH 9,2 g~%

Atengéo'!

Concentracoes de KCl maiores que
50mM inibem a atividade das
oIimerqses)”

10 - - 5mL (100mM) 750uL (15mM)  37,5mL (750mM)

11 - - 5mL (100mM)  1750pL (35mM)  12,5mL (250mM)

12 - - 5mL (100mM)  1750uL (35mM)  37,5mL (750mM)

Adaptado do kit Opti-Primer® - Stratagene (Califérnia) @



Mgz+

» (Co-fator essencial para a atividade

da Taq DNA polimerase

« EDTA altera concentra¢cao do
magnesio livre na reacao

e Quantidade pode variar:
— 0.5 a 3.0 uM sugerido
— Muito pouco: Taq nao trabalha

— Muito: “mispriming’”’, primers-
dimers




Curso UNIVILLE PCR

Reagentes Necessarios para a Reacao

e Glicerol, DMSO (Dimetilsulfoxido)

e 0,1 a 10% na reacao
- Estabiliza Taq,

- Ajuda na denaturacao das
fitas DNA

— Algumas Taqg ja vem
adicionadas com ele

e BSA




Curso UNIVILLE PCR

Parametros a serem avaliados
se algo der errado

Quantos ciclos?

Desnaturacao a que temperatura?
Quanto tempo?

e Taq perde atividade em altas T
°C:
— Meia-vida a 95°C: 40 min
— Meia-vida a 97.5°C: 5 min




e Temperatura de Ligacao dos Iniciadores

M 50 52 54 56 58 60

Baseia-se na Tm - padrao

Tentativa e erro

— Muito alta: nenhum produto

— Muito baixa: produtos

inespecificos
Gradiente de temperatura

Necessario principalmente nos

primeiros ciclos




Gradiente de Temperatura
™ SC61 SC58 Macias
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O que fazer?

e Hot-Start PCR

— Tag € adicionada somente apos passo de
desnaturacao inicial

e Touchdown PCR

— Temperatura de ligacao dos iniciadores €
reduzida progressivamente




Mais Ciclos = Mais DNA

Number of cycles
0 10 15 20 25 30




Tipos de reacao

de PCR




PCR Multiplex

 Mais de um segmento genomico e
amplificado numa unica reacgao,
cada um com Seu par de primers
especifico.

Investigacao de paternidade
Diagnostico de doencas

Identificagcao de transgénicos




Multiplex PCR:

e Detecta varios genes de uma so vez
— Identificagcao de trnasgénicos

e Controle interno

(B)

Exon: 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 60

Al et
53 ‘_m ’
e ———
47 / m
60/ mmwmmvrmm
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PCR Multiplex : Exemplo

e Trés pares de iniciadores

Effect Gene\w

Marker Gene "
Control Gene——

Qual é o transgénico?




Nested PCR

Duas etapas (rounds) de amplificagao

concomitantemente ou em duas reagoes separadas

Semi-Nested PCR
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RT-PCR
(Reverse Transcriptase Chain Reaction

RNA, que e convertido em cDNA (DNA complementar)

Taq DNA
| Polymerase

S AMV
= — reverse
o _ transcnptase

a4 W Template RNA
jeay (Vius or Bacteria)

Primers
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Por que usar PCR?

« PCR pode amplificar quantidade incrivel de DNA
(visivel em gel de eletroforese) em ~2 horas.

Trabalha com amostras minimas de DNA,
extraidas de pequenas quantidades de sangue,
pele, foliculos pilosos, esperma, culturas ou ate
mesmo de fragmentos de fosseis

O produto de PCR pode ser digerido com
enzimas de restricao, sequenciado ou clonado.




Aplicacoes

Diagnostico de infeccoes: bactérias, virus, fungos, protozoarios

Quantificacao de DNA ou RNA viral/célula hospedeira

Diagnostico de mutagoes génicas

Diagnostico de doencas genéticas

Estudo da expressao génica: detec¢ao € quantificacao de RNA
em: diferentes tipos celulares
ao longo do desenvolvimento




Aplicacoes

Engenharia Geneética

Diagnostico de paternidade

Medicina Forense

Sequenciamento de DNA




PCR

Amplificacao do gene do spliced-leader de

diferentes cepas de Leishmania spp.

Grisard et al., 2000




Em um caso de es-
| tupro foi feito 0

| DNA fingerprint da
| vitima (V), do sé-
| men encontrado na
| vagina (S) e de trés

- suspeitos (SP1,

L SP2, SP3). Vieja que
| 0 codigo de barras
[ dosuspeito nimero
| 1 (SP1) coincide
| com 0 obtido a par-
| tir do sémen (),
| confirmando que
ele foi o culpado

o pelo estupro.

Teste de paternidade duvido-
| sa. Compare os codigos de

i wg barras da mée (M) & do bebé
' 1 (B) com o cdigo de barras
|

dos dois provaveis pais (Pl
| P). O bebé deve ter 50% do
| padrdo da mée e 50% do
| padréo do pai, que, no caso,
| 6.0 homem niimero 2 (P2).

fingerprint do acusado.

sangue encontrado na

DNA fingerprint do
roupa do acusado.

a }
fingerprint da vitima.




Sitio de restrigao para Eco Rl

66CC Alelo 1 {wt) Normal

homozigoto
66CC Alelo 2 () g

PS Afet.

Auséncia do sitio pela mutagédo de uma base

Amplificagao por PCR

v

66CC SI Produto de PCR do Alelo |

GAGTTC 66CC

Corte com EcoRI (“RFLP”)

o
| Produto de PCR do Alelo 2

] Cf.alelo1

Cf. alelo 2
|

|ldentificacao de mutacoes pontuais através da eliminagao/criagcao de sitios de
restricdo e geracdo de fragmentos de digestdo com polimorfismo de
comprimento a partir de produtos de PCR (PCR/RFLP).




RAPD PCR
Randomly Amplified Polymorphic DNA

Uma PCR com um primer so...e amplificando qualquer
DNA

Primer (10 a 15 bases)

Temperatura de pareamento ou annealing < 45°C

Numero de bandas superior a 4 e polimorficas (isto €,
com diferentes migracoes) para individuos diferentes




This DNA fragment contains 3 genes. A scientist is interested in amplifying only gene 8:

A B gene C

The scientist prepares 2 primers which will anneal to each end of gene &:

PCR reaction

Only gene B is amplified, and can then be purified for further
DNaAtemplate

PCR reaction

product &

DNatemplate

44— product B

product B

44— product A

lane 1: molecul ar weight markers
lane 2: RAPD Rxn. #1
lane 3: RAPD Rxn. #2

PCR reaction

product B




PCR primer sequence
location and orientation

Amplified PCR products
Chromosomes

B
D
C
E
A

O RAPD permite nao apenas discriminar
entre populacoes diferentes de
organismos, mas inferir sua correlacao
filogenetica







