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PCR
(Polymerase Chain Reaction)
(Reacao em Cadeia da Polimerase)
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HISTORICO

Técnica revolucionou
a Biologia Molecular!!

copying machine for

‘The PCR method —a
P
DNA molecules ° =l

- Técnica foi criada por Karry Mullis (1988).
- Prémio Nobel em Quimica em 1993.

- Método para amplificacdo seletiva de sequéncias de DNA a partir de
amostras puras ou complexas contendo acidos nucleicos (DNA ou RNA)

- A técnica explora as caracteristicas da replicacdo do DNA.

1 molécula DNA —— 10° moléculas
30 ciclos
de PCR




Reagentes para a PCR sao pipetados em
microtubo

region of
double-stranded
chromosomal
DNA to be
amplified

—_ Primer Pair

A amplificagido se da em ciclos de sintese da

Primer F:_ primer forward sequeéncia alvo
Primer R= primer reverse




Primers para PCR:

« Um para cada fita do DNA

« Sequéncias especificas e conhecidas

« 18-24 bases complementares ao alvo

* Nao devem formar estruturas secundarias
* Tm semelhante entre o primer 1 e primer 2

primers = oligonucleotideos = iniciadores




Qual a sequéncia dos primers (oligonucleotideos) para amplificar o
trecho indicado em azul da sequéncia de DNA abaixo?

e

5" GATTGTCTCTAGCACGTATTCGATGCCAGTGTGCAGTTTACGCGCTACGGA 37

3" CTAACAGAGATCGTGCATAAGCTACGGTCACACGTCAAATGCGCGATGCCT 5f

5" GATTGTCTCTAGCACGTATTCGATGCCAGTGTGCAGTTTACGCGCTACGGA 3f
ATGCGCGAT 5'

€

primer £ (reverso)

primer 1 {forward)

5" TCTAGCACG
3" CTAACAGAGATCGTGCATAAGCTACGGTCACACGTCAAATGCGCGATGCCT 5f




Um ciclo de PCR e suas etapas
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Taq DNA polimerase

DNA polimerase termicamente estavel da bactéria Thermus aquaticus
Isolada de fontes termais do Parque Yellowstone (EUA) pelo microbiologista
Thomas Brock em 1966.

A DNA-polimerase utilizada na PCR deve
resistir a variacao de temperatura durante
0s ciclos para evitar que tenhamos que
adicionar mais enzima a cada ciclo.

Temperatura 6tima da Tagq DNA polimerase: 72°C.

Tag DNA polimerase € estavel na temperatura em que ocorre a denaturacéo (~95°C)
N&o tem atividade revisora: 1-2 erros a cada 10* bases

Atualmente, enzimas mais eficientes e com alta fidelidade estao disponiveis




Termociclador

Automatizacio do PCR




Amplificacao do alvo

oo No. of | No. Amplicon
P Cycles | Copies of Target
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2 cycle = 4 Amplicon 1 2
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3 cycle = 8 Amplicon 2 4
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5 cycle = 32 Amplicon 4 16
S PPt PN 5 32
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6 64

7 cycle = 128 Amplicon
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Visualizacao do produto amplificado
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PCR quantitativa (QPCR)

Deteccao dos produtos de PCR (amplicons) em tempo real
com um corante fluorescente (ex:Sybr Green)

— o ° [} o
E S S S S S
SYBR Green | é um * o » &
intercalantede DNA, -] o <« 88 "
e sO fluoresce em dupla fita. =
1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

Fluorescence (a.u)

gPCR cycles




Se 0 acido nucleico da amostra for RNA?

RT-gPCR: gPCR precedido de transcricao reversa

Viral RNA




QUAIS AS ETAPAS PARA REALIZAR O
DIAGNOSTICO DA COVID-19?

A Forca Tarefa da Unicamp realizara testes diagnosticos que
incluem 5 etapas:

Coleta do material dos pacientes
(células da mucosa da boca e do nariz)

N
Duplicagdo exponencial do \\

cDNA por RT-gPCR -




Aplicacoes da PCR

ldentificacdo de doencas (testes genéticos)
ldentificacao de patdégenos

Teste pré-natal

Investigacao forense

Teste de paternidade

Genotipagem de linhagens de animais

Pesquisa basica e aplicada




Aplicacao da PCR na investigacao forense

Analise de sequéncia microsatelite hipervariavel ou VNTR (numero variavel
de repeticoes in tandem)

O que € um alelo de microsatélite ?

CCATG GGATTATGGTTTTT

CCATGATATATATGGATTATGGTTTTT
CCATGATATATATATGGATTATGGTTTTT alelo 3
CCATGATATATATATATGGATTATGGTTTTIT alelo 4
CCATGATATATATATATATGGATTATGGTTTIT alelo 5




Aplicacao da PCR em teste de paternidade
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Aplicacao da PCR na investigacao forense
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Sequenciamento de DNA

AGGACCATAAAACTCCAG
AAACAAGTTAATAAACTA.
TGGTTCTGGCATCGATGA,

; . ~ GTAATGTGAATTGCAGAA
» Método de Maxam e Gilbert: degradagao GAACGCACATTGCGCCCC

quimica seletiva e sequencial de TGTTCGAGCGTCATTTCA
nucleotideos TGGGCTCCGTCCTCCACG
GGTGGCGTCTTGCCTCAA
TTGGAGCGCACGGCGTCG

Metodos de sequenciamento de DNA

» Método de Sanger: terminac&o controlada TATTTCTCAAGGTTGACC
dasintesede DNA com AAGGTAAGAAAGTTTTTC
. T . CTGGGTGCTGGGTGCTGG
didesoxirribonucleotideos (ddNTP) TTGCCCTYTATCGCTTCGGT
TTGGCCCGCGCTAAGCCT

‘Metodologias de sequenciamento de alto de HGCATCTGSTIYTTIVTIGS

B P B~

sempenho (Next Generation Sequencing,
NGS ou High-Throughput Sequencing, HTS )




Método de Sanger Eﬂg,ﬁg';’:; i

e Método foi desenvolvido em 1977.

e O método utiliza DNA polimerase, primer, ddNTPs e dNTPs.




Método de Sanger

(ou de terminacao de cadeia com didesoxirribonucleosideos trifosfato)

deoxyribonucleoside triphosphate dideoxyribonucleoside triphosphate
, & , @
PP P—O0O—CH, o PP P—O0O—CH, o
3’ OH
allows strand extension at 3’ end prevents strand extension at 3’ end

(ddNTPS)




normal deoxyribonucleoside C small amount of one
triphosphate precursors A(;‘ C G A — dideoxyribonucleoside

(dATP, dCTP, dGTP, and TarcgYct triphosphate (ddATP)
dTTP) TATC G]
A ACTCTACA T
CTGG T
rare incorporation of
oligonucleotide primer dideoxyribonucleotide by DNA
for DNA polymerase polymerase blocks further growth
5\ of the DNA molecule
N GCTACCTGCATGGA

* CGATGGACGTACCTCTGAAGCG [y
3’ 5/

single-stranded DNA molecule
to be sequenced

Ap0s a incorporacdo do ddNTP ocorre a inibicédo da
sintese da cadeia.

Figure 8-50b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008




CATATGTCAGTCCAG 3’ | double-stranded
3’ CGTATACAGTCAGGTC 5’ DNA

— single-stranded
3' CGTATACAGTCAGGTC 5 A

+ excess dATP
dTrTP
dCTP
dGTP
1+ ddATP 1 +ddTTP +ddCTP l +ddGTP
+ DNA polymerase +DNA polymerase y+ DNA polymerase + DNA polymerase
ATGTCA :
3'
j=—=——] A
———] C
— C
= T
—— ¢
—
l=—
I
=
f=——u]
5/

A T C G
DNA sequence reading directly from the bottom of the gel upward, is

ATGTCAGTCCAG
1 12
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Sequenciamento automatico de Sanger

Iniciador
— 3 -+ Sora de sequeéncia
— dascanhecida
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DiA-polimerase,
quatra dNTF,
guatro ddNTP

Sagmentos de

DINA marcadas com
corante fluorescente,

'] copiadas da malde com
& sequéncia desconhedida

Cada ddNTP possui um fluordforo de cor diferente.
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SEQUENCIADOR AUTOMATICO




Sequenciamento de Genomas

» a automatizagcao do sequenciamento de DNA tornou possivel
projetos de sequenciamento em larga escala

Caene

A

]
‘ Transcription
R A

’ Translation

Sequenciamento

automatico de DNA
Protein

Sequencing centers producing the Sanger sequence
data for mammalian genome projects are factory-like
outfits with a large number of personnel.

Maria Nemenuk, Broad Institute




Variacoes na sequéncia gendmica entre individuos

SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms)

(Polimorfismos de um Unico Nucleotideo)

\’. AGTCAGAAATC...

-

\. AGTCACAAATC...

e Variacao na sequéncia de DNA onde apenas um nucleotideo difere;
e Para ser considerado SNP deve estar presente em pelo menos 1% da populacao




Variacdes na sequéncia genomica entre individuos

12 copies

CNVs:
(Copy Number Variation) probe for 5' end

of amylase gene

Visualizacao de um
CNV frequente em
humanos

probe for 3’ end

Quando o numero de copias de um  ofamylase gene
determinado gene varia de um 9 copies
individuo para outro.

saied apnoappnu 000’'szy

DNA
addition

6 copies

DNA
loss

e Figure 4-89 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)  p——




Expansao no numero de copias do gene da amilase em caes

Enquanto lobos apresentam em média 2 copias
" do gene para amilase, caes apresentam numeros maiores
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*http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016



http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1004016

Next generation sequencing (sequenciamento de nova geracao)

e Sequenciamento automatico de Sanger (12 geracao).
e Tecnologias desenvolvidas apds esta sao conhecidas como

sequenciamento de nova geracg3o. am = J g
T s E0 )

fon PGM Ihmvna MiSeq Roche-454 GS-FLX

Bioinformatica!!
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