CCM121  Biologia Molecular

PCR (Polymerase Chain Reaction)
~ (Reacao em Cadeia da Polimerase)
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PCR ocorre em ciclos
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Figure 8-45b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




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

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




Um ciclo de PCR e suas etapas
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Primers para PCR:
) q 3

(primers = oligonucleotideos = iniciadores) 3 5 mp 3 -
L |
F

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

* Ndo 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




Tag 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




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

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




Reagentes para a PCR sao pipetados em
microtubo

—_— Primer Pair

A amplificacao se da em ciclos de sintese da
sequéncia alvo




Termociclador




Amplificacao do alvo
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DNA restriction fragments

Eletroforese em gel N
de agarose
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Visualizacao do produto amplificado
através de eletroforese em gel de agarose
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stacked between etideo e exposto a luz UV
basepanrs
M=padrao de
Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and peso molecular

untwisting of the DNA helix.
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Impressao digital molecular

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

Minisatellite Marker (D1S80)

Flanking regions

e

I | I | |

\?epear region

GAGGACCACCAGGAAG |
16 bp repeat unit




Aplicacao da PCR em teste de identificacao genética
(DNA fingerprint)
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Aplicacao da PCR na investigacao forense
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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)

Duplicacao exponencial do
cDNA por RT-gPCR




PCR de transcricao reversa (RT-PCR)
PCR guantitativa (gPCR)

Reverse Reverse Reverse

TTE'IS.IIriFI'.EIS.E rFiE:!'I'\l'rIpH'I‘\.I" rFE!I'I*'-\.l'HP'.E!l'i.F'

Synihesis of Digestion of RNA synithesis of second
DMA complementary strand of DMA
o RNA
RT-PCR WIS wmEe ene
Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction cDNA

gPCR
Quantitative Polimerase Chain Reaction

RT-gPCR
Quantitative Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction

*Um parénteses!!
gPCR, Quantitative Polimerase Chain Reaction (também possui como sindbnimo Real-Time PCR

(RT-PCR, gPCR, rRT-PCR) um infeliz acrénimo de Reverse Transcription-PCR).
A forma recomendada mais correta quando se usa transcriptase reversa E
guantificacdo é a ja citada anteriormente (RT-qPCR).




PCR guantitativa (QPCR)

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

— o ° [} o
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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




gPCR

https://www.youtube.com/watch?v
=1kvyl7uqgldw



https://www.youtube.com/watch?v=1kvy17ugI4w
https://www.youtube.com/watch?v=1kvy17ugI4w
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