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PCR (Polymerase Chain Reaction) KARY MULLIS £
(Reacao em Cadeia da Polimerase)

- Técnica foi criada
por Karry Mullis (1988).

- Prémio Nobel em
Quimica em 1993.

- Método para
amplificacao seletiva de
sequéncias de DNA a
partir de amostras
contendo acidos
nucleicos (DNA ou RNA).

- A técnica explora as
caracteristicas da
replicacao do DNA.




Um ciclo de PCR e suas etapas
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PCR ocorre em ciclos
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Qual a sequéncia dos primers (oligonucleotideos) para amplificar o
trecho indicado em azul da sequéncia de DNA abaixo?

r T

2" GATTGTCTCTAGCACGTATTCGATGCCAGTGTGCAGTTTACGCGCTACGGA 3f

3" CTAACAGAGATCGTGCATAAGCTACGGTCACACGTCAAATGCGCGATGCCT 5f

5" GATTGTCTCTAGCACGTATTCGATGCCAGTGTGCAGTTTACGCGCTACGGA 3
ATGCGCGAT 5'

€

primer £ (reverso)

primer 1 {forward)

57 TCTAGCACG
3" CTAACAGAGATCGTGCATAAGCTACGGTCACACGTCAAATGCGCGATGCCT 5f

*Na verdade em geral primers tem entre 18 e 24 nts de tamanho




Primers para PCR:
o) q 3

(primers = oligonucleotideos = iniciadores) 3 —) -
L

F

1

*Um para lcada fita do DNA | region of
* Sequéncias especificas e conhecidas double-stranded
» 18-24 bases complementares ao alvo chromosomal

« Nao devem formar estruturas secundarias DNA to be
« Tm semelhante entre o primer F e primer R amplified

Primer F= primer forward
Primer R= primer reverse




Tagq 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
os ciclos para evitar que tenhamos que
adicionar mais enzima a cada ciclo.

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

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

Atualmente, enzimas mais eficientes e com alta fidelidade estao disponiveis




Reagentes para a PCR sao pipetados em
microtubo

Primer Pair

A amplificacao se da em ciclos de sintese da
sequéncia alvo




Termociclador




https://dnalc.cshl.edu/resources/3d/
19-polymerase-chain-reaction.html

https://dnalc.cshl.edu/resources/ani
mations/pcr.html




Amplificacao do alvo
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Eletroforese em gel
de agarose

Moléculas maiores migram mais devagar que
as menores, pois encontram mais resisténcia__
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PCR em tempo real (Real time PCR)
PCR quantitativa (QPCR)

Deteccao dos produtos de PCR (amplicons) em tempo real
com um corante fluorescente (ex:Sybr Green)
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A guantidade de copias da
sequencia-alvo geradas na PCR
depende da quantidade inicial de
amostra (DNA molde)

cicLos| Amostra3  Amostra2 Amostral
2 4 8

1 4 8 16
2 8 16 32
3 16 32 64
4 32 64 128
5 64 128 256
6 128 256 512
7 256 512 1.024
8 512 1.024 2.048
9 1.024 2.048 4.096
10 2.048 4.096 8.192
11 4.096 8.192 16.384
12 8.192 16.384 32.768
13 16.384 32.768 65.536
14 32.768 65.536 131.072
15 65.536 131.072 262.144
16 131.072 262.144 524.288
17 262.144 524.288 1.048.576
18 524.288 1.048.576 2.097.152
19 1.048.576 2.097.152 4,194,304
20 2.097.152 4.194.304 8.388.608
21 4,194,304 8.388.608 16.777.216
22 8.388.608 | 16.777.216 | 33.554.432
23 | 16.777.216 | 33.554.432 | 67.108.864
24 | 33.554.432 | 67.108.864 | 134.217.728
25 67.108.864 | 134.217.728 | 268.435.456




Aplicacoes da PCR e gPCR

Genotipagem do DNA (Diagnostico molecular)
Identificacdo de individuos (teste de paternidade, medicina forense)
Diagnostico de doencas genéticas

Deteccado de infeccdo/contaminagao por bactérias, virus ou fungos
Obtencao de amplicons para sequenciamento

Obtencao de segmentos de DNA de interesse para clonagem molecular
(obtencdo de proteinas recombinantes) (PCR convencional)




ENZIMAS DE RESTRICAO

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

Werner Arber Daniel Nathans Hamilton O. Smith

-Descobertas no final da década de 60.

-Presentes em diversos procariotos
(funcao de clivar moléculas de DNA
estranhas)

-Endonucleases que reconhecem segs.
especificas de DNA dupla fita e clivam
as duas fitas.

-As sequéncias reconhecidas pelas
enzimas de restricao sao palindréomicas




Ciclo litico do Enzimas de restricdo:
bacteriéfago lambda () enzimas presentes em
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Extremidades
coesivas podem ser
ligadas por
complementaridade

DNA | DNA

o A=A=T=T-EEEEE 3
Fl
&'
HC

_-C—G- I 3
* P (b}

b
- h—G—C—T— ) ¥
F

’/I:IE'

HQ

{a)

OH
E-'_/

ia') ,"‘F'
I T-T-A-A

HO

(c)

Complermeantary
ends base-pair
OH
g —/A-A-T—T_ 3 Unpaired
P - ~ P + fragments
3IC—-T-T=—A—A" 5" |(blandlc)
HO
2 ATF
DNA
ligase
2 AMP + 2 PP,

E— A AT —T—
- T-T—A—A- ]



Polimorfismo dos fragmentos de restricao - RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism

/700 base pair PCR fragment

Allele 1 | |

Allele 2 } }




Plasmideos

Originalmente encontrados em bactérias, leveduras

Bacterial DNA Plasmids

Region R o
into which Plasmid Gene amp® codifica para
UiAan ORI vector a enzima p-lactamase, que
be inserted

degrada o antibi6tico ampicilina
(marcador de selecao)




Sitio multiplo de clonagem (polylinker)
em vetores plasmidiais

Sequence of polylinker
Sad Smal Xbal Psil Hindll

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

EcoRl Kpnl BamHI Sall Sphi

Polylinker

amp’ ORI
Plasmid vector




Insercao de um DNA em um plasmideo

circular
double-stranded DNA fragment
plasmid DNA to be cloned
(cloning vector) "=~ recombinant DNA

/| CLEAVAGEWITH |\, /| COVALENT
5" NUCLEASE “~~  // BYDNALIGASE ‘™

Figure 8-39 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Transformacao bacteriana

Bacterial
chromosome

Transformed Cells that do not
E. colicell survives take up plasmid die
on ampicillin plates

Independent
plasmid replication

8E

l Cell multiplication

Colbénias de E.coli

] Colony of cells each containing copies
of the same recombinant plasmid




Amplificacao do DNA clonado

double-stranded

recombinant
plasmid DNA
introduced into N
bacterial cell O o O
bacterial \ Z O O
cell cell culture produces many copies of purified
hundreds of millions of recombinant plasmid
new bacteria isolated from lysed

bacterial cells

Figure 8-40 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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