Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
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Como “re-combinar” DNA?

. Enzimas de
- Uma forma de cortar DNA para gerar um mserto

- Uma forma de ligar esse inserto em outro DNA

- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nova molécula gerada




Como “re-combinar” DNA?

- Uma forma de obter o DNA que desejamos clonar

. Enzimas de
- Uma forma de cortar DNA para gerar um mserto

- Uma forma de ligar esse inserto em outro DNA

- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nova molécula gerada




Como obter o DNA de interesse?

Subclonagem nao exige amplificacao do DNA alvo
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Como obter o DNA de interesse?

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
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PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase
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A quimica da replicacao - substratos
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Pareamento de base com molde é que seleciona nucleotideo a ser incorporado !
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Apds 20 ciclos, a sequéncia-alvo foi amplificada em cerca de 10° vezes.



Cada ciclo da PCR tem trés etapas:

1. Desnaturacao 94°C 30 secs - 30seg

2. Anelamento 55°C 1min
depende da Tm do primer

3. Extensao/Polimerizacao 72°C 1min para cada 1000bases

DNA polimerase para PCR tem que ser termoestavel!
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O que precisamos ter nesse tubo?

Agua ultra-pura autoclavada
Solucdo de dNTPs —>  “tijolos”

MgClz —  co-fator da DNA polimerase

Primer Forward

Primer Reverse

Buffer Tag 10x
Taqg Polimerase padrao (NEB,
Invitrogen, ou equivalente)

DNA molde (50ng/ul)®



Tipos de enzimas para PCR

- precisa ser termoestavel (Taq)
- exonuclease (proofreading) = aumenta fidelidade
- dominio (ou proteina associada) que aumenta estabilidade da interacdo com DNA = aumenta processividade

PRODUCT NAME POLYMERASE FIDELITY | MAXIMUM AMPLICON EXTENSION TIME® EXTENSION TIME®
(SUPPLIER) (Reported by supplier) | LENGTH® (For simple templates?) | (For complex templates®)
L 20 kb simple; . . 10 s/kb (< 1 kb)
(5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) | ~280X Tag' 10 kb complex l 10 sfkb I 20-305/kb > 1 kb)
e : . 20 kb simple;
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase™ (NEB) 39X Tag' 10 kb complex 15 s/kb 30 s/kb
AccuPrime™ Px(Life) ! 26X Tag? 12 kb? | 60 s/kb?
= : , 15 10
Pfullira™ || Fusion HS (Agilent) 20X Tag® 19 kb® 30 ﬁ E: 10 E?}
P : | . 17 kb simple; | 60 s/kb (< 10 kb) 60 s/kb (< 6 kb)
| Pfullitra High-Fidelity DNA Polymerase (Agilent) l 19X Tag & b complex | 120 skb (> 10 kb) | 120 5/kb (> 6 kb)
6 kb simple;
KOD DMA Polymerase (EMD) 12X Tag' 2 kb complex 1020 s/kb 3060 sfkb

Platinum Tag HiFi (Life) | BX Taq? 20 kb? ‘ 60 s/kb?



O que precisamos ter nesse tubo?

Agua ultra-pura autoclavada

Solucdo de dNTPs

MgCl,

Primer Forward

Primer Reverse

Buffer Tag 10x

Taqg Polimerase padrao (NEB,
Invitrogen, ou equivalente)

DNA molde (50ng/ul)®




Fontes de DNA molde?

- DNA genbmico
- DNA previamento clonado em outro vetor

- DNA complementar (cDNA)

Extrair RNA - transcriptase reversa + primers oligodT ou de sequéncia aleatéria 2 cDNA

(portanto, cDNA ndo tem regibes regulatodrias, introns, etc. e pode conter isoformas diferentes = splicing alternativo)



O que precisamos ter nesse tubo?

Agua ultra-pura autoclavada

Solucdo de dNTPs

MgCl,

Primer Forward

Primer Reverse

Buffer Tag 10x

Taqg Polimerase padrao (NEB,
Invitrogen, ou equivalente)

DNA molde (50ng/ul)®



Caracteristicas de um bom primer?

Precisa ser complementar a sequéncia de interesse (e APENAS essa sequéncia de interesse)

O par de primers precisa gerar um produto de tamanho compativel com as condi¢des de PCR (definidos pela enzima +
tempo de extensdao — geralmente algo na casa de 100pb a 2kb, mas pode chegar a 15 ou 20kb)

%GC razoavel (afeta Tm)

Tm dos dois primers parecida entre eles

Evitar sequéncias que podem formar estruturas secundarias

Evitar dimeros entre primers (entre moléculas do mesmo primer “self-dimer” ou entre moléculas do par — “cross-dimer”)
Porcdo 5°do primer rica em GC, porc¢do 3’rica em AT = maior especificidade (reduz chance da polimerase amplificar
sequéncia semelhante a por¢ao 3")

Porcdo 3" do primer rica demais em AT = menor eficiéncia da reacdo (pareamento incompleto)=> 3'GC clamp
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5'"GGGGCCCCCGCGCTATATAT 3 5°"GGGGCCCCCGCGC

CCCCGGGGGCGCGATATATATATATTTTAAAGCGCGCGAGCCCCGGGGGCGCGCGAGCGACTAGCTAGCTCGCTAGCTCGA

Va —
5 ATATATAAAATTTCGCGCGC 3’ }CG CGCGC3’
CCCCGGGGGCGCGATATATATATATTTTAAAGCGCGCGAGCCCCGGGGGCGCGCGAGCGACTAGCTAGCTCGCTAGCTCGA



Posso adicionar sequéncia adicional (nao complementar ao alvo)?

&= ¢
5 |
|
SIM! © Adicao de Tag DNA-polimerase
termoestavel para catalisar a
] , A . sintese do DNA 5'—3',
Como o PCR funciona nesse caso e qual sera a sequéncia do produto?
! |
R ’ :
[ e
51 | ]
l Repeticio das etapas @ ¢ @,
Utilidade disso:
ER e ]
. . - : P <
- Inserir sitio para enzima de restricao na ponta do primer _—— '
[ s |
_“:l ]

Incluir tags pequenos (6x HIS, Myc, FLAG, etc) !

Asintese do DNA (etapa @)
é catalisada pela DNA-poli-
merase termoestavel

(ainda presente).

Outros elementos para auxiliar clonagem (outra aula) ¥ E;
| | ]

=

Ajeitar o quadro de leitura do produto para clonagem in-frame

-




Eletroforese em Gel de Agarose
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Eletroforese em Gel de Agarose
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PCR convencional € semi-quantitativo
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“Real-time PCR"”: Deteccao dos produtos de PCR com fluoroforo Sybr Green

PCR - ciclos: 1
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Esclarecendo a nomenclatura

gPCR = PCR quantitativo (usando tecnologia real-time)

RT-PCR - termo dubio, pode ser “Real-time”-PCR mesmo (ou seja qPCR a partir de DNA) ou “Reserve Transcriptase”-PCR,
ou seja, PCR a partir de cDNA (geralmente a pessoa esta se referindo a RT-qPCR)

RT-gPCR - deixa claro que foi feito cDNA usando reverse transcriptase e depois real time para quantificar

Sabendo que o genoma de SARS-CoV-2 é feito de RNA, qual dessas técnicas é usada para diagndstico?



Sequenciamento de Sanger € uma variante de PCR

Método original =
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