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PCR

Polymerase chain reaction
Reacdao em cadeia da polimerase
E um processo tecnoldgico

Ou seja, inventado por seres humanos para
atingir objetivos especificos nossos



Qual polimerase?

* DNA polimerase



Polimerases de DNA: As enzimas que sintetizam DNA

@ A sintese de DNA ocorre Slawmaw OH 3'

pela adicao de nucleotideos %

a extremidade 3'OH da m
cadeia em crescimento. < 5'

@ A DNA polimerase requer

um primer (iniciador) e um 5' PP OH 3
molde
&
) i R - OH 3","’
@ O precursor da sintese é m(;
desoxirribonucleosideo

@ Sentido da sintese
sempre e 5 —» 3’

@ A replicacao é um
processo extremamente
fiel. As DNA-polimerases
tem atividade revisora




O processo de PCR

Procura imitar o processo de replicacao de DNA

— o0 que explica o uso da DNA polimerase

Objetivo é aumentar (“amplificar”) a quantidade de
uma certa sequéncia de DNA de interesse

— com mais DNA, é possivel fazer mais coisas com esse DNA
Inventada na década de 80

Seu inventor ganhou o prémio Nobel em 1993
— Kary Mullis (1944 — 2019)



E um processo de
crescimento exponencial

e Como na lenda do jogo de xadrez...




1 grao na primeira casa

2 graos na segunda casa

4 graos na terceira casa

...etc

Quantos graos na ultima casa?



2n-1
763
~ 1019
1 trilhdo = 1012

10 milhoes x 1 trilhao



Ingredientes para PCR

O DNA molde que contém a regiao do DNA que se deseja
amplificar (o alvo)

Dois primers que sao complementares as pontas 3’ da fita
senso e da fita anti-senso do DNA alvo

Polimerase Taq que funcione a 70 °C

Deoxinucleosideos trifosfato (ANTPs) ou seja, nucleotideos
contendo grupos trifosfato

Tampao (um ambiente quimico adequado para acao da
polimerase)

Cations e ions de magnésio e potassio



Ciclos do PCR

e Aideia é fazer o DNA (e os ingredientes)
passarem varias vezes por 3 passos

1. Passo de desnaturacao, em que DNA fita
dupla passa a ser de fita simples

2. Passo de anelamento, em que os primers se
acoplam aos DNAs de fita simples

3. Passo de extensao do DNA, quando a replicacao de
fato ocorre



PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
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e Matematicamente, se comecassemos com
uma unica molécula, teriamos no final

— Entre 239 e 249 moléculas



Polymerase chain reaction - PCR

ariginal DNA
to be replicated 5

»
] !
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| DNA primer

nucleotide

o Denaturation at 94-95°C

ﬂ Annealing at ~68°C
€) Elongation at ca, 72°C

Fonte: wikipedia
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POLYMERASE CHAIN REACTION is a simple technique for copy-  agenis. Because the number of copies increases exponential-
ing & piece of DMA in the laboratory with readily available re- Iy, more than 100 billion can be made in only a few hours.

|| 58 SCIENTIRNC AMERICAN April 1950




Neste site vc pode ver animacoes interativas de PCR

https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/pcr.html



https://dnalc.cshl.edu/resources/animations/pcr.html

PCR se faz por maquinas

termocicladores



Nem sempre PCR da certo

Venfication of PCR product on
agarose or separide gel

kb -

1kb

ladder PCR fragments




Aplicacoes

Aumentar a quantidade de DNA para
seguenciamento

Diagnostico de doencas genéticas

Diagnostico de doencas infecciosas
— COVID-19

ldentificacao de assinaturas genéticas, como
em testes de paternidade

Filogenia de espéecies por pequenos trechos
de DNA



Sequenciamento de DNA

e PCR aumenta (amplifica) a quantidade de um
certo fragmento de DNA

e Como saber a sequéncia desse fragmento?



DNA é microscopico

como saber a composicao de DNA?

nao existe microscopio suficientemente
poderoso que permita simplesmente “ler” a
molécula, percorrendo-a de uma ponta a
outra

meétodos indiretos sao necessarios

todos eles tem que fragmentar o DNA para
obter resultados (caso ja nao esteja
fragmentado)



Sequenciamento de DNA

e método Sanger (década de 1970)
e esta baseado no processo de replicacao

* Fred Sanger
— Inglés, 1918 — 2013
— ganhou 2 vezes o prémio Nobel de Quimica

e uma delas pela tecnologia de sequenciamento



Replicacao de DNA

5. .




Se um dos nucleotideos for
“defeituoso”...

defeito neste caso significa impossibilidade de prolongar a espinha dorsal
acucar-fosfato por causa de uma “irregularidade” no fosfato



A replicacao para

AR




POLYMERASE

POLYMERASE

FOLYMERASE




Reacao da DNA Polimerase com dNTPs - sintese de DNA

(a) Pirofosfato

dNTP a ser incorporado .

Fita-molde



Purina ou
Pirimidina

Fosfato

1’| Desoxir-
ribose

Desoxirribonucleotideo



2" 3'didesoxirribonucleotideo
trifosfato (ddNTP)

base




Reacao da DNA Polimerase com dNTPs + ddNTPs = interrupcao da
sintese de DNA

(a)

ddATP termina a sintese pois o
3" H ndo pode atuar como
nucledfilo na formacdo da

ligacdo fosfodiéster.
Fita do

iniciador

Fita-molde




Trugques

e Existem ddNTPs especificos para cada base
— ddA
— ddC
— ddG
— ddT
e E possivel fazer com que esses ddNTPs sejam

fluorescentes (para que possam ser
detectados)



Método de Sanger
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Desnaturacao da dupla fita
Anelamento do “primer radioativo”

dNTP's and DNA polymerase  Adica0 da enzima e dNTPs
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+ddc Terminacdo da sintese: adicdo dos
- ddNTPs

LJUUULJL\ILJLJLJUUUL‘HULJULJU

JAMNMBORRG |
SR MMB O R G

.nlllnn@mmmmz@mm@ ;
.llllll@@@M%%@M@ﬁ@@

—'

Primers



dNTP's and DNA polymerase

Eletroforese em gel de

poliacrilamida
desnaturante

Autorradiografia

Eletroforese em gel de
poliacrilamida: separacao de
fragmentos de DNA diferindo
por 1 nucleotideo no tamanho

>

= >0 0040

Sequéncia complementar

ao DNA molde



Metodo de Sanger:
terminacao controlada da
sintese de DNA com
didesoxirribonucleotideos

Iniciador 5[ |-OH
Molde 3 |—CTAAGCTCGACT
-+

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

)

+ ddATP

[ —GATTCGAGCTGddA
[ GATTCGddA
[ H—GddA

+ ddCTP
GATTCGAGdAC
[ GATTddC K
+ ddGTP

CH—GATTCGAGCTddG
[ FHGATTCGAdIG

[C—GATTCddG
[—ddG
+ ddTTP

[ —GATTCGAGCddT
CFGATddT
[ —GAddT
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Autorradiografia Sequénciada
do gel de eletroforese  fita complementar
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Automacao do Sequenciamento pelo Método de Sanger

Iniciador
Malde da sequéncia
//

[ 3
desconhecida

DMNA-polimerase,
guatro dNTPs,
quatro ddNTPs ddNTPs
fluorescentes

(4 fluoroforos
—R) \O distintos)

F
'~..(® il
—{G) =

Desnaturacao

Segmentos de DNA
marcados pelo corante,
copiados a partir do
molde com sequéncia
desconhecida

. lfé’ \

Migracdo

do DNA
° Segmentos marcados pelo
corante aplicados a um gel
de capilaridade e

submetidos a eletroforese

separacéo de
fragmentos de DNA
diferindo por 1
nucleotideo no tamanho

Feixe de laser

Laser

Detector

20 30 ‘40

AATGT TTGCT GGTGGTTAAGCCCTAGG

Resultados gerados pelo computador
apds a migracio das bandas e passagem
pelo detector
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Sequence CATAGCTGTTTCCTGTGTGAAA

BI0U92Sa10N|) 9P apepIsualu|]

Tamanho em nucleotideos (bases)



Imagem da deteccéo por fluorescéncia no sequenciamento
automatizado: cada amostra em um capilar
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Cromatograma do sequenciamento automatizado pelo método de Sanger
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1344 |
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Tamanho médio das sequéncias geradas - 700 — 1000 pb



Tecnologias atuais de
sequenciamento

e |llumina
— sequenciamento por sintese

— lider de mercado
e Pacific Biosciences (pacbio)
 Oxford Nanopore



IHlumina

tamanho de read numero de

(bp) reads por
corrida
(milhoes)
1ISeq 2 x 150 4
miniSeq 2 x 150 25
miSeq 2 x 300 25
nextSeq 2 x 150 400

acuracia: 9 9 ; 9 %



Paired-end reads

READ 1

SEpssesnsnseesssensesroncsnd NI NSRRI RN s s ps e rEs e R EEEEBE

5}

<€

¢ av3iy

Inserto

Crédito: http://lwww.cureffi.org/2012/12/19/forward-and-reverse-reads-in-paired-end-sequencing/



PacBio

e |eituras podem chegar a 100 kb
e acuracia: 87%



Oxford Nanopore

 tamanho do read depende de escolhas do
usuario

e de alguns kb até 500 kb

e acuracia: 92 a 97%






1997
The ABI Prism 3700 /3730

2017
oxford nanopore minlON



Evolucao da tecnologia de sequenciamento de DNA

Single
molecule?
1,000,000,000 4
o 100,000,000+ Massively parallel
c sequencing
i
H TR0 Short-read
= SBQUENCErs
» 1,000,000
@
o
= 100,00004 - : Microwell
_E Capillary sequencing e
$  10,000-
- Gel-based systems
E 1,000 Secpnd-genmaticm
E Automated capillary sequencer
2 100 Manual ol First-generation
10-

| | I | I I 1
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 Future
Year

MR Stratton et al. Nature 458, 719-724 (2009) doi:10.1038/nature07943 matur e



Cost per Genome

$100M .
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National Human Genome
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Como obter genomas inteiros?

* Por montagem



Como 0s genomas sao sequenciados

DNA gendmico

l

Fragmentacao

\

Amplificacao
dos fragmentos

\

\
\

Sequenciamento

\

Montagem (in silico)

F i, e Y
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LACCGTAAATGOGGCTGATCATGCTTARMA

TGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

LACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAACCCTGTGCATCCTACTG. . .

Nature 15 Feb 2001 409(6822)



Montagem

COAGATTAGCLIGC TATCAITGATTA
[GCATAGCGA[TATCA

v

COAGATTAGCTGCATAGCGATATCATGATTA




Pergunta

e se sequenciamento pode ter erros, como
atingir a sequéncia correta?

— dica: a montagem ajuda



Aplicacdes de sequenciamento

e Medicina

— Genoma humano

* Primeiro sequenciamento
— ano 2000, a um custo de 3 bilhdoes de ddélares

* Hoje
— Centenas de milhares de genomas foram sequenciados
— Custo abaixo de mil ddlares

— Transcritoma humano
— Diagnostico de doencas infecciosas
— Medicina personalizada
e Agricultura, pecuaria, veterinaria, ecologia,
criminalistica, antropologia, arqueologia, etc



Testes genéticos baseados em PCR e/ou
sequenciamento sao cada vez mais comuns

e genes associados a doencas
* intolerancia a lactose

°* exoma

* etc



Ministério da saude do Reino Unido
planeja sequenciar 5 milhoes de
genomas humanos nos proximos 5

anos

3 de outubro de 2018



SNP

e Single Nucleotide Polymorphism
e polimorfismo de um unico nucleotideo

https://steemit.com/biology/ @alv/single-nucleotide-polymorphisms-single-letter-changes-in-dna-provide-road-signs-to-map-human-traits



Outras variacoes

e indel = INsertion / DELetion

— trechos pequenos de DNA inseridos ou removidos
num genoma quando comparado com outro

e numero variavel de repeticoes

— CNV = copy humber variation



a. Normal reference

b. Copy number variation

¢. Presence absence variation

B B T onomec

https:/iww.mdpi.com/2079-7737/6/1/21/htm




Haplotipo

e S3ao blocos de variacdes que caracterizam
populacoes

— as variacoes sao herdadas “em bloco”



Sequenciamento e comparacao de sequéncias genomicas de individuos

{a) SNPs SNP SNP SNP
Milhares de pares | Milhares de pares | Milhares de pares
de bases de bases de bases
Cromossomo A — R T

Individuo 1 AACACGCCA . .. TTCGGGGTC. . . AGTCGACCG...
Individuo 2 AACACGCCA . .. TTCGAGGTC. . . AGTCAACCG...
Individuo 3 AACATGCCA. .. TTCGGGGTC. .. AGTCAACCG...
Individuo 4 AACACGCCA . .. TTCGGGGTC. .. AGTCGACCG...

N\

FIGURA 8-7 Identificacdo de haplétipos. (a) SNPs sdo identificagdo do haplétipo de um individuo (sequenciando
identificados em amostras gendmicas, e (b) grupos de SNPs 3 em vez de 20 loci). Se as posicdes mostradas forem se-
sdo compilados em um haplétipo. Os SNPs irdo variar na guenciadas, uma sequéncia ATC pode ser caracteristica de -A- = G - G == i: - A
populacdo humana geral, assim como nos quatro individuos uma populacdo nativa de um local do nordeste da Europa,
ficticios mostrados aqui. Contudo, os SNPs escolhidos para enquanto GTC pode ser encontrado em uma populagdo na _T T ‘ﬂ‘ B A' 'T' B A
definir um haplétipo frequentemente serdo os mesmos Asia, Multiplos haplétipos deste tipo sdo utilizados para T_ - G B _.G - -T_ -G
na maior parte dos individuos de uma populacdo em par- tracar populacdes humanas pré-histdricas. Ver texto para
ticular. (c) SNPs que definem haplétipos (SNPs marcado- detalhes. [Fonte: Adaptada de International HapMap Consortium,= A == G == A =4 E‘ ‘Jﬁi
res) podem ser utilizados para simplificar o proclesso de Nature 426:789-796, 2003.] l
(c) SNPs marcadores A T C
G C G

ldentificacdo de SNP (polimorfismo de unico nucleotideo) em genomas. Grupos de
SNPs marcadores sao compilados em um haplétipo e podem ser utilizados para
identificacéo de individuos pelo sequenciamento de regides definidas de seus genomas.



O sequenciamento de genomas ou
trechos de genomas de diferentes
individuos de diferentes grupos éetnicos
em diferentes regioes do mundo tem
permitido a reconstrucao das grandes
migracoes do ser humano pelo planeta,
remontando ha milhares de anos atras.
Nos proximos 2 slides apresento duas
dessas reconstrucoes



i Y-DNA Human Migration (Haplogroups) ' - -
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Population continuity

G) Replaced lineage

I Ancestry predominant in South America today
Ancestry specifically shared with Anzick-1

Ancestry specific to the Late Central Andes

Posth et al., Cell, novembro de 2018



Medicina personalizada
(ou medicina de precisao)

tamoxifen € uma droga que costumava ser receitada
para mulheres com cancer de mama

observacao empirica: nao funcionava para 65% das
mulheres

motivo: mulheres com uma mutacao no gene
CYP2D6 nao conseguem produzir a proteina que
processa a droga

hoje em dia: verificar por PCR + sequenciamento se a
paciente tem essa mutacao (antes de receitar a
droga)



PCR ou sequenciamento?

Embora essa pergunta seja comum, ela esta mal
formulada

PCR é amplificacao
para sabermos o que contém a molécula amplificada,
temos que sequencia-la

Entao na verdade a pergunta deveria ser:

— PCR de um pedaco seguido de sequenciamento desse
pedaco

— ou

— segquenciamento do genoma inteiro?



Resposta

 PCR depende de molécula alvo, previamente
conhecida (por exemplo, um gene de
interesse)

e PCR+sequenciamento da molécula alvo é
muito mais barato do que sequenciamento do
genoma inteiro

 Mas sequenciamento fornece muito mais
informacao
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