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O que é PCR?

PCR: Polymerase chain reaction - Reagdo em cadeia
da polimerase.

Amplificagdo seletiva de uma regido Unica, especifica
de DNA dentro uma mistura complexa de moléculas
de DNA/RNA.

Os alvos a serem considerados no PCR sdo as regiGes
que flanqueiam a sequéncia especifica de DNA a ser
amplificada, a qual pode ser um gene inteiro ou
somente uma regido pequena.

PCR pode ser considerado uma copiadora molecular.
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The first 4 cycles of PCR in detail

—— wanied gene

Polymerase chain reaction - PCR
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* Histéria do PCR -
— 1971 Primeiro uso de primers para copiar = f
DNA: ;
* Kleppe et al. (1971) J. Mol. Biol. 56, 341-346. /

— 1983 PCR desenvolvido por Kary Mullis;
— 1985 Primeiras publicagdes de uso do PCR
« Saiki et al. (1985) Science 230, 1350-4;
* Mullis et al. (1986) Cold Spring Harb Symp Quant
Biol. 51, 263-73.
— 1993 Mullis recebeu Prémio Nobel (Quimica).

A reagao em cadeia
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A reacdo em ciclos

¢ Desnaturagdo initial
— 93-96°C, 5 - 10 min.
* 30-35 ciclos compreendendo as fases:
— Desnaturagdo (95°C), 10 - 30 sec.
— Anelamento (55 — 60°C), 10 - 30 sec.
— Extensdo (72°C), 1 min/kb DNA alvo
¢ Extensdo final: 72°C, 10 min.

Desenho de Primers

* Primers devem ter 15 bases no minimum
= 17 - 28 bases de comprimento (pode variar);

¢ O Tm entre 52-65°C;

* As temperaturas de anelamento devem estar
a menos de 2-3°C um do outro;

* A base da extremidade 3’ deve ser um G ou C;
* Minimizar as estruturas internais.

Singularidade

Havera um, e somente um, local alvo no DNA molde, onde o iniciador
liga-se, o que significa que a sequéncia do iniciador deve ser (nico no
DNA molde.
Néo haverd local de anelamento em possiveis fontes de contaminagéo, tais
como ser DNA humano, rato, etc (pesquisa BLAST contra 0 genoma
correspondente)

DNA molde

57...TCAACTTAGCATGATCGGGTA. . .GTAGCAGTTGACTGTACAACTCAGCAA. . .3’
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Primer candidate 1 5’ -TG TTG-3’ NAO E UNICO!

Primer candidate 2 5’ ~CAGTCAACTGCTAC-3" UNICO!

Composicao de bases

A composicao de bases afecta a especificidade de anelamento e a
temperatura de desnaturagéo/anelamento.

Uma composigdo de bases aleatérias é o preferido. Devemos evitar longas
(A+T)e (G+ C) regido rica, se possivel:

DNA molde:

5’ ...TCAACTTAGCATGATCGGGCA. . . AAGATGCACGGGCCTGTACACRA. . .3
LO9LYOLVOIIID 1510, DD2DD

» Normalmente, uma média de contetido (G+C) em torno de 50-60% nos

dara o coreto temperatura de desnaturagéo/anelamento para as reacdes de

PCR normais, e dara uma estabilidade de hibridizacéo apropriado. No

entanto, as temperaturas de desnaturacdo/anelamento e a estabilidade de

hibridizacéo sao afetadas por outros fatores, que discutiremos mais tarde.

Portanto, pode mudar o contetido (G+ C).

Temperatura de denaturagao

A temperatura de desnaturagdo (melting temperature), T, —é a
temperatura quando a metade das fitas do DNA sdo de fita simples e
de metade séo de fita dupla.

Tm é uma caracteristica da composi¢éo do DNA, a maior contetido
G+C tem uma T, mais elevada, devido a mais ligagdes H.

Formulario:
Menos que 13: T, = (WA+XT) * 2 + (yG+zC) * 4

Mais que 13: T,,, = 64.9 +41*(yG+zC-16.4)/(WA+XT+yG+zC)

(Derivado de: )

Temperatura de anelamento

A temperatura de anelamento, T, — a temperatura
quando os iniciadores podem anelar ao DNA. Pode
calcular com base no T,

T,=T 4°C

m_primer
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Desenho de Primers cont.

* Os primers ndo podem formar grampos
(hairpins):

Hairpin

3 GGGARA—
i |

5' TATCTAGGACCTTA-

3 GGGAAN
N
5' TATCTAGGACCTTA

Desenho de Primers cont.

* Primers ndo devem conter regies repetitivas
de DNA:

Self-Dimer Dimer
B bp
3' GGGALMATTCCAGGATCTAT 5' forward primer
(IR X .
5' TATCTAGGACCTTARRAGGG 3 § TATCTAGG‘TT??TW‘AGGG ¥
3 CATGGAAACGTAGGAGAC S
4 bp reverse primer

3' GGGAMLATTCCAGGATCTAT 5'
e
5' TATCTAGGACCTTARARGGG 3'

* Mas, dependera na temperatura.

Problemas com estruturas
secundarias

* Se os iniciadores podem anelar entre se, a
eficiéncia do PCR reduzira drasticamente.

* Entretanto, estas estruturas secundarias sdo
inofensivo quando a temperatura de
anelamento ndo deixa formar:

* Se os dimeros ou grampos formam as 50 °Ce a
temperatura minimo do PCR é de 55 °C, ndo terd
uma problema.

Pares de iniciadores apropriados

Os iniciadores funcionam em pares - iniciador directo e o
iniciador inverso. Uma vez que sdo utilizadas na mesma
reacgdo de PCR, deve-se garantir que a condigdo de PCR é
adequado para ambos.

Uma caracteristica fundamental é a sua temperatura de
anelamento, que devem ser compativeis uns com os outros.
A diferenga maxima permitida é de 3 °C. Quanto mais perto
suaT, melhor.
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Quando um primer é um primer?
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Otimizando o PCR

* Temperatura de anelamento dos primers.
* A concentragdo de Mg?* na reagdo.

* O tempo de extensdo.

* Os tempos de desnaturagdo e anelamento.
* Atemperatura de extension.

* A quantidade de DNA molde e de polimerase -
“mais é menos”.




Otimizando a temperatura de
anelamento

M 50 52 54 56 58 60

Primers tem uma
temperatura de anelamento
calculada (e.g. 54°C).

Temperatura deve ser
confirmada na pratica.

VariagOes de temperatura
em 2°C acima e abaixo.

Use um gradiente.

Otimizando a concentracdo de Mg?*

M 1520253035 40

* O fidelidade do PCR
dependera na [Mg2+].

* Variagdes na [Mg2+] a nivel de
0.5 mM.

¢ Pode ser necessario ter um
meio termo entre rendimento
e especificidade.




