


PCR

= Polymerase Chain Reaction (Reactia In
lant a polimerazeil)

Mullis & Faloona — Specific synthesis of DNA
In vitro via a polymerase-catalyzed chain
reaction, 1987

Mullis: Premiul Nobel, Chimie, 1993
Amplificarea cu ajutorul unel enzime (ADN-
polimeraza) a numarului de copii ale unel
regiuni specifice dintr-un lant ADN



»Amplificarea selectiva a unui fragment particular al ADN-ului (de
exemplu un exon al unei gene umane)

»Permite obtinerea in 2 ore a unei cantitati de ADN detectabila pe gel
de agaroza prin colorare cu bromura de etidiu (teoretic metoda PCR
poate amplifica un segment provenit de la o singura molecula de
ADN; dupa 30 de cicluri se vor obtine aproximativ 1 miliard de copii
alaturi de alte cateva zeci de fragmente ADN diferite)

»Principiile de baza au fost expuse de Gobid Khorana in 1971, insa
dificultatile in sinteza primerilor si purificarea polimerazelor au
intarziat impunerea metodei



I ADN

. Lant dublu catenar:
- 5’ (fosfatat) = 3’ (hidroxilat)
-3 =25

. Nucleotid:

— Nucleozid:
 Baza azotata
« Pentoza

- Grupare fosfat

I » Acid nucleic (dezoxiribonucleic)



I BAZELE AZOTATE

- Adenina (A)
- Guanina (G)
. Baze pirimidinice:
- Citozina (C)
- Timina (T)
. Legaturi de hidrogen:
- AT
- CG

I » Baze purinice:



DNA double helix is made of
two strands.
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Sugar-phosphate “handrail”

“Handrails” .
made of sugars .
Yand phosphates

%~ of nitrogenous
bases
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Each strand is a chain of of antiparallel
nucleotides.
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“Rungs” made

3 | Nucleotides within <
strand are connected
~.by covalent bonds.

The two strands
are connected by
hydrogen bonds
between the
nucleotides.
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ADENINA




CITOZINA




GUANINA




TIMINA




5 >3
TC C CTG GCGTGCTG
GTGTG CTCGC CG C
3>




I TEHNICA PCR

« Primeri (oligonucleotide, amplimeri)
« ADN-polimeraza

« ANTP (dezoxiribonucleotid trifosfati)
» Solutie tampon (Mg?* sau Mn?*, K*)

I « ADN de amplificat



I ADN-UL DE AMPLIFICAT

. Poate fi impur, vechi, degradat

. Surse:
- Sange
- Sperma
- Par
- Periuta de dinti
- Insecte (in chilhlimbar)
- Mumii
- Amprente
- Urina

I . Cantitati mici (1 molecula)




I PRIMERII

complementare extremitatilor 5 sau 3’ ale
fragmentului de amplificat

» Sintetizati in laborator

. Lungimea ~ specificitatea

 In exces in mediul de reactie

I o 20-30 de dezoxiribonucleotide



I ADN-POLIMERAZA

dTNP In catene ADN (elongarea primerilor)

. Taqg polimeraza:
- Thermus aquaticus (bacterie termofilica)
- Ape termale
- Activitate optima la 75-80 "C
. Alte polimeraze:
- E. Coli
- Pfu (Pyrococcus furiosus)

I « = enzima care catalizeaza polimerizarea




I TEHNICA PCR

. Etapa de mentinere a unei temperaturi inalte
I (90 °C, timp de 1-9 minute)
« 20-40 cicluri (serii de modificari de
temperatura repetate)
. Flecare ciclu are 2-3 trepte de temperatura
» Temperaturile si durata aplicarii variaza in
functie de:
- ADN-polimeraza
- Concentratia ionilor bivalenti

- Concentratia dNTP-urilor
- Temperatura de legare a primerilor




I ETAPELE PCR

1. Denaturarea ADN-ului dublu catenar

I 2. Cuplarea primerilor de ADN-ul simplu
catenar

3. Extensia primerilor



I DENATURAREA ADN-ULUI

» 94-98 °C, timp de 20-30 de secunde
I « ADN-ul dublu catenar este desfasurat in
doua lanturi complementare, de care se vor
lega apoi primerii
. La sfarsitul acestei etape in mediul de reactie
vor fi prezente doua lanturi ADN simplu-

catenare
WW«G"WWWW%

WWWWWWWWWN
L S et



CUPLAREA PRIMERILOR

« Se scade temperatura la 50-65 °C, timp de
20-40 de secunde
o Primerii sunt in exces in mediul de reactie

» Lant dublu-catenar hibrid — primeri si ADN de
amplificat




I EXTENSIA PRIMERILOR

(de obicel 72°C)
« ADN-polimeraza:
- Se |leaga de lantul hibrid
- ,Citeste” secventa lantului ADN-tinta
- Alungeste primerii prin adaugarea de dNTP, pe
baza regulii complementaritatii

I . Temperatura depinde de ADN-polimeraza
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TEHNICA PCR
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Denaturarea la 94-98 °C
Cuplarea primerilor la 50-65 °C
Extensiala 72 °C

Terminarea primului ciclu

si dublarea cantitatii de ADN
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» 30 cicluri
2730 copil

4 copii g copi 16 copi




TERMOCICLU

BATH 1

Pente

machine

YL LY
Do NAT  lrave g

on  overmaht




I FAZELE AMPLIFICARII

cantitatea de ADN se dubleaza

. Levelling off: se consuma reactivii, reactiile
se defasoara mai lent

. Platou: epuizarea reactivilor (primeri, dNTP)

I . Amplificare exponentiala: la fiecare etapa



I VIZUALIZAREA PRODUSILOR
| DE AMPLIFICARE

Marker WMVW  Produst de amplificare

MW: amestec de
fragmente cu
dimensiuni cunoscute
. ~1850 bp

. ~800 bp

. nu s-a amplificat

. ~800 bp

. benzi multiple

O WN PR



I PCR - Real time

PRINCIPIUL:

I in metoda PCR- real time fragmentul ADN
amplificat (ampliconul) este vizualizat pe
masura ce procesul de amplificare
inainteaza. Aceasta urmarire in “timp real” a
procesului de amplificare este posibila prin
marcarea cu molecule fluorogenice a
primerilor, probelor sau ampliconulul.




I Detectarea directa a ampliconului prin agenti fluorescenti
de legare ADN

SYBR Green s Emitted Light 3§

Polymerase




Detectarea directa a ampliconului prin oligoprobe liniare

Oligo 1

. Oligo 2
.. Fluorescein 3
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APLICATII

Testarea unor mutatii (ex.: fioroza chistica, gene
tumorale)

Testare prenatala (si screening preimplantare)
Infectii virale (HIV), bacteriene (BK)

Teste de histocompatibilitate

Medicina legala:
- Teste de paternitate
- Identificarea de persoane

Cladistica = metoda de clasificare a speciilor de
organisme in clade, membrii carora au un
stramos filogenetic comun de la care au evoluat.




Gene care contin
raicrosateliti codanti

TGFBIRII  50%
RiZ 37%
TCF4 35%
BAX 33%
IGFIIR 27%

' '
fgﬁu Iletastaze

Gene MIME

MLHI
MSH2
MSH6




TESTE DE PATERNITATE

& . 1— Tatal
i » 2— Copilul
] » 3—Mama




I IDENTIFICAREA DE PERSOANE

« STR (Short Tandem Repeats)




IDENTIFICAREA DE PERSOANE

i Pacienta  Embrion  Frate Tata SpE Enic
ocus matern patern
DBS1179 15 15 L5 13,15 13,15 10,13
D21S11 28,29 29,30 30 29,30 27,29 28,31.2
D7S820 10 10 10,12 8,10 8 10,12
CSF1PO 11,12 11 10,11 11 11 10,12
D3S1358 15 15 15 15 15,16 16,18
THO1 8,9 8 8,9 9 6,9 6,8
D13S317 11,12 12 12,13 11,13 9,11 12
D16S539 9,11 9.14 9.14 11,14 11 9,12
D2S1338 17,20 17,18 18,20 20 20,24 18,20
D19S433 16,16.2 14,16.2 14,16.2 14,16 12,14 13,15
vWA 14,17 17 17,18 14,18 14,17 17,19
TPOX 8,9 8,11 8,11 8,9 9,10 3,11
D18S51 10,22 10,15 10,15 15,22 14,15 13,14
Amelogenin X, X X, X XY X,Y XY X,Y
DSSS18 13 13 13 13 11,13 13
FGA 20,24 20,21 20,21 20,21 21 21,23




Amniota

Tetrapoda

Vertebrata




Va multumesc!
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