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PCR
Polymerase Chain Reaction

AmplificaGao /p vitrode uma
seqliéncCia especifica de DNA

* repliCaGao /n Vitro



Historia PCR - Como tudo comecou...

é ' A sua ideia: desenvolver um processo com
o qual o DNA poderia ser multiplicado
artificialmente atraves de ciclos repetidos de
duplicacao catalisada pela DNA polimerase

Kary Mullis



istoria

Kary Mullis (1983)
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chain reaction (PCR) method “and with one half to Michael Smith for
his fundamentsl contributions to the establishment of
oligonucieotide-based, site-directed mutsgenesis and its development
for protein studies”.
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PCR

PCR se constitui hoje no método de rotina
para isolar rapidamente sequéncias
especificas a partir de uma mistura
complexa de sequéncias genomicas

ou de cDNAs.

Aplicacoes:

« Diagnostico de doencas genéticas * Pesquisa basica e aplicada
« Diagnostico de doencas infecciosas ¢ ldentificagdo genética

* Medicina forensi  |dentificacao de mutacoes
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PCR — DNA Polimerase

 DNA Polimerases sao enzimas que sintetizam uma
nova fita de DNA complementar a uma fita molde.

< Atuam no processo de replicacao do DNA

* DNA-Polimerase | tem a capacidade de se ligar em uma regiao fita
simples de DNA fita dupla e sintetizar uma fita complementar nova,

degradando a fita existente conforme prossegue na polimerizacao;

 Tag-DNA-Polimerase: enzima DNA-Polimerase | extraida da
bactéria Thermus aquaticus, utilizada na reacao de PCR;




Thermus aguaticus

Temperatura Otima:
/2 graus

-Estavel a temperaturas
de 177 graus;




Thomas D. Brock no lago do “Yellowstone National Park”
de onde foi isolado o Thermus aquaticus

Em 1969: Thomas D. Brock e Hudson Freeze, da Universidade de Indiana relataram
uma nova espécie de bacteria termofilica que deram o nome Thermus aquaticus. A
bactéeria foi descoberta no Parque Nacional de Yellowstone e desde entdo tem sido
encontrada em ambientes térmicos semelhantes em todo o mundo.




PCR — componentes da reagao

» DNA molde: deve estar livre de impurezas, pois estas podem inibir a PCR
» Solucéo tampéo:
» Tris: mantém o pH da solucéo
* lons monovalentes: K*, Na* e NH4* otimizam as condi¢0es da reacao
» Albumina sérica bovina: atua como proteina estabilizadora
« Magnésio:
- Baixa concentrac&o: pouco ou nenhum produto
- Elevada concentracao: baixa especificidade da reacéao
> Nucleodtideos (ANTPs)
« Baixa concentracao: maior especificidade e pouco produto final.
» Elevada concentracédo: menor especificidade e mais produto final
» Primers
« Baixa concentracéo: induz ma polimerizacao

« Elevada concentracao: induz produtos inespecificos e formacao de
dimeros de primers



Equipamento: Termociclador




CICLOS DA PCR

Programa

94 9C por 5 min

94 °C por 1 min
55 °C por 1 min _ 35 ciclos
72 9C por 1 min

-
72 °C por 5 min
4 °C




Anelamento dos primers
55 0C

Extensao pela
Tag-DNA-polimerase
72 0C

Desnaturacao do DNA
94 °C

Temperature (°C)
=
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ETAPAS

-Extracao de DNA
-Desenho dos Primers
-Reacao de PCR

- Analise dos resultados






DELINEAMENTO DE PRIMERS

- Tamanho dos primers (18 a 30 pb);
- Produto amplificado até 1000 pb;

- Estabelecimento das temperatura [CG];

Os iniciadores (oligos / primers) séao a
chave do sucesso ou da falha de um
experimento com PCR.
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101 TITGAGCITC TCRAARLGTCT AGAGCCACCGE TCCAGGGRGC AGGTAGCTIGEC TGEGECTCCGE GEACRCTTITGE CGITCGEGGCT GGGAGCGTIGC TTTCCACGAC -
ALRCTCGRAG AGTTTTCAGR TCTCGEIGGEC AGGICCCICE TCCATCGACGE ACCCGAGECC CCTGTGRLARC GCRAAGCCCGR CCCICGCRCE ARAGGTGCTG
201 GGTGACACGC TTICCCTIGGAT TGGCAGCCAG ACTGCCITCC GGGICACTGC CATGGAGGAG CCGCAGICAG ATCCTAGCGT CGAGCCCCCT CIGAGICAGG =
CCACTGTGCGE AAGGGACCTRA ACCGTCGLEIC TGACGGARGE CCCAGTIGACGE GTACCICCIC GGECGTCAGIC TAGGATCGCA GCICGGEGEEGA GRACTCAGTCC r
301 ALACATTTITC AGRCCTATGG ARACTACTTC CTGAARRACAR CGITCTGTCC COCHRNE i e g i e eyl £lmer N e ST 0 5 e e e 7L T
TTTGTAALAG TCTGGATACC TITGATGALG GACTTTTGIT GCALGACAGGE GGEGTNE Sl e e e i W i i 0 i Y ] T i
401 TEARCAATGEE TICACTGAAG ACCCAGGTICC AGATGRAGCT CCCAGAATGC CAGAGGCIGC TCCCCGOGIG GCCCCIGCAC CAGCAGCICC TACACCGGECG
ACTTGTITACC AAGTGACTTC TGGGITCCAGG TCTACTTICGA GGGICTTACG GICTCCGACG AGGGGCGCAC CGGGGACGTG GICGICGAGGE ATGTGGCCGC
Lol [ = = = e e R S W S S R S s e e eV L A A CCTAC CAGGGCAGCT ACGGTTITCCG TCIGGEGCITC TTIGCATICIG
[ e e e e e e e R e e e e s e e e e S e s e S W T T T GCATG GTCCCGTCGA TGCOCARAGGC AGARCCCGRAG AACGTAAGAC
601 GGACAGCCAR GICTGTGACT TGCACGTACT CCCCTGCCCT CRACAAGATGE TITTGCCRAAC TGEGCCAAGRAC CIGCCCIGTIG CAGCTGIGGE TTGATITCCAC
CCTGICGETT CAGACACTGR ACGTGCATGL GGEGGRACGGEGA GITGITCTIAC RARRCGGTIG ACCGEITCIG GACGGELACAC GICGRCACCC ARCTARAGETG
701l ACCCCCGECCC GGCACCCGECGE TCCGCGCCAT GGCCATCTAC ARGCAGTCAC AGCACATGAC GGRAGGETITGIG AGGCGECTGECC CCCACCATGR GCGCIGCICA
TEEEEECEEE CCGIGGEECGC AGGCGCGEETA CCGGTAGATGE TTCGICAGTG TCGIGTACTG CCIC GTACT CGCGRCGRGT &
Ready 354 bp - 552 bp (199 bp) | 553 bp (3] |
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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PCR . : Denaturation 94°C
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Eletroforese
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FIGURA 5.6 Eletroforese em gel de fragmentos de DNA.




Amplificacao do fragmento do SNP
Arg/2Pro
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