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Invencion de la PCR - Aho 1971

Realizan la primer descripcion de lo que podria ser un
proceso de replicacion del ADN in vitro

Kleppe, K., et al., Studies on polynucleotides. XCVI. Repair replications of short
synthetic DNA's as catalyzed by DNA polymerases. J. Mol. Biol. 56. 341-361
(1971).

« Desnaturalizacion
* Primers

* Uso de DNA polimerasa
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Invencion de la PCR - Ano 1983

“Los neumdticos delanteros de mi pequena Honda plateada nos empujaron a través de :
las montahas. Mis manos palparon el camino y los giros. Mi mente regreso al laboratorio. DANCiN !l NaKED

e MIND FieLD

Cadenas de ADN enrolladas v flotantes. Espeluznantes imdgenes azules y rosas de
moléculas eléctricas se inyectaron en algun lugar entre la carretera de la montana y mis
0jos.”

“Esta noche estoy cocinando. Las enzimas y los
productos quimicos que tengo en Cetus son mis
ingredientes. Soy un nino grande con un auto nuevo y un
tanque lleno de gasolina. Tengo zapatos que me quedan,
tengo una mujer durmiendo a mi lado y un problema
excitante, uno grande que esta en el viento.”

WINNER OF THE SRBEL PRV

KaRY MULLIS

“Kory W, prhags e o humin ot 1 who B oot P
s weithen] 8 chatty, mbing. Ainty, Kosiciinte o Brsegh e wondernd |
ot e e 13 ~TNE WASKINGTON POST |
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";Qué ingenio sutil puedo idear esta noche para leer la
secuencia del Rey de las moleculas?”




Invencion de la PCR - Ano 1983

“La clave del problema radica en los oligonucleodtidos
que mi laboratorio en Cetus ahora hace facilmente.”

“Como un comando “FIND” en wuna busqueda por
computadora, una cadena corta de nucledtidos en una
molecula sintetica podria definir una posicion a lo largo de
una molecula de ADN natural mucho mas larga.”

“Encontrar un lugar para comenzar es de suma
importancia. El ADN natural es una bobina sin eje, como
la cinta de audio enredada en el suelo del coche en la
oscuridad.”
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Primers
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annealing

3’

17 a 25 nt’s
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Invencion de la PCR - Ano 1983

“Si pudiera disponer de un fragmento corto de ADN sintético para encontrar una secuencia particular y luego iniciar un
proceso mediante el cual esa secuencia se reproduciria una y otra vez, entonces estaria cerca de resolver mi problema.”

“De repente, supe como hacerlo. Si pudiera localizar mil secuencias de
miles de millones con un fragmento corto de ADN, podria usar otro

fragmento corto para acotar la busqueda.”

Primers
Desnat +

5 3 annealing 5
3’ ’

3 5 ; 5
5’ 3’

17 a 25 nt’s
37




Invencion de la PCR - Ano 1983

“En un ciclo replicativo podria tener dos copias, y en dos ciclos podria tener cuatro, y en diez
ciclos... Crei recordar que dos a la décima eran alrededor de mil.”

Nro de copias = n *2”Nro ciclos
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Invencion de la PCR - Ano 1983

“"1Holy shit!" susurre y solté el acelerador. El coche se deslizo en una curva cuesta abajo. Estacioné. Un castano
de indias gigante sobresalia de la colina. Se froto contra la ventana donde Jennifer, mi novia y companera de
trabajo, estaba dormida, y se movio. Encontre un sobre y un lapiz en la guantera. Jennifer queria moverse. Le
dije que se me acababa de ocurrir algo increible. Bostezo y se apoyo contra la ventana para volver a dormirse.”

“Confirme que 210 era 1.024. Debo haber sonreido. Si repetia esta nueva reaccion diez veces,

obtendria mil copias de algun fragmento de ADN, cualquier fragmento de ADN,
Veinte ciclos me darian un millon, treinta me darian mil

millones.”

“Aproximadamente a una milla por el cafon, volvi a arrancar. La cosa acababa de explotar de nuevo. Una
nueva y maravillosa posibilidad. No solo podia hacer un trillon de copias, sino que siempre serian del mismo
tamano. Eso fue importante. jEse fue el todopoderoso, el aleluya! punto clave. Al diablo con Jennifer.

Acababa de resolver los dos problemas principales de la quimica del ADN.

4




Invencion de la PCR - Ano 1983

Set Up de una reaccion de PCR;:

Buffer de reaccion [10X] 2 1X
MgCl2 [50 mM] 0,6 1,5 mM “En septiembre de ese ano hice mi primer experimento.
Primer Fw [10 uM] 1 0.5 uM Quise intentar la forma mas fac:{ primero. Entonces una
noche puse ADN humano y los primers de factor de
FAEFNT (VT A - 0,5 um crecimiento nervioso humano en un tubito con tapa purpura
Molde - : a rosca con un O-ring. Lo hervi por unos minutos, lo enfrié,
, / / 7 "
dNTP’s [2 mM] . 0.2 mM agregue la DNA polimerasa, lo cerré y lo deje a 37° C.
Taq [10 U/ul] 0,2 1U
Agua C.p.s
Vf 20 ul




Invencion de la PCR - Ano 1983

Set Up de una reaccion de PCR.

Buffer de reaccion [10X] 2 1X Perfil de ciclado:
MgCLZ [50 mM] 0,6 1,5 mM 1. Desnaturalizacion inicial - 95° C
Primer Fw [10 uM 1 0,5 uM 2 7/ 2
[ ] 2. Desnaturalizacion - 95° C
Primer Rv [10 uM] 1 0,5 uM . o
3. Annealing-Tm-5"C
Molde ,
4. Extension - 68-72° C
dNTP’s [2 mM] 2 0,2 mM
Taq [10 U/ul] 0.2 1U 5. Extension final
Agua C.p.s

Vf 20 ul




Invencion de la PCR - Ano 1983

Diseno de Primers

e Longitud: 17 - 25 bases

« Evitar las secuencias repetidas, ya que puede producirse la
formacion de horquillas o de

» Contenido de G+C: 40-60%

» Valores de T_ de no mas de 2° C uno del otro

e El extremo 3’debe terminaren C o G

» Chequeo de secuencia T = 4(G+C) + 2(A+T)
T annealing =T - 5°C




Invencion de la PCR - Ano 1983

DNA Polimerasas dirigidas por DNA

Estabilidad 9mina97°C 20 veces mas estable Alta estabilidad
Tasa de error x10%6 8 1,3 Baja tasa de error
Procesividad 1000 bases/min ~500 bases/min Alta
Act. Transf Terminal Si No

Temperatura optima 72° C 68° C




Invencion de la PCR - Ano 1983

Efecto del Magnesio (y otros componentes)

A Tris B pH
M - 01020 3040 50 60 (mM) - 68772747679 8.183 848.6 8788 9 9.1

Cofactor de la DNA pol.

Coordina la interaccion entre el 3’ OH del primer MgSO4 MgCl>
y el fosfato del dNTP en la polimerizacion del DNA C

|

D
M -0115225 3(mM) M - 0115225 3(mM)

Stabilization

Q& n m
KCl (NH4)2S04
é é é é é E M - 0 1020 30 4050(mM) F - 0 5 1525 3545 55 6575 85 (mM)
Destabilization Destabilization
e N ---- ..
<P (P q) (P (P G - 0 0.1 0(mg/ml) BSA

M - 0 0 0.1(%) Tween 20

https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00195

P
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Invencion de la PCR - Ano 1983

“Durante tres meses hice experimentos esporadicos mientras mi vida con
Jennifer, en casa y en el laboratorio, se desmoronaba. El progreso en el

laboratorio fue lento. Finalmente, me retire de la idea de comenzar con el
ADN humano. El primer

experimento exitoso ocurrio el . Estaba oscuro afuera

cuando saqué el autorradiograma del congelador y lo desarrolle. Alli, justo
donde deberia haber estado, habia una pequena banda negra.”

Mullis, K., Faloona, R., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G. and Erlich, H. 1986. Specific enzymatic amplification of DNA in
vitro: The polymerase chain reaction. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 51: 263—-273.

Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stoffel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B. and Erlich, H.A. 1988.
Primer-Directed Enzymatic Amplification of DNA with a Thermostable DNA Polymerase. Science 239: 487—-491.
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Variantes de la PCR




Nested y Heminested PCR

arge equence
i '|'| '|‘l i ‘u. III‘I i ll' '.’I I'.!l. 'lllll'elll‘ - ll ‘!I‘ll “.ll" '." il “l'l .!I. i‘lt. Il!lll'll'll. m’lﬁ*ﬁiw{mﬂ’&%w l'l ALl "I'I'

First PCR run.
Cycle 1 DNA melting and primer binding.

;Que es lo que pasa cuando optimizamos nuestra
reaccion de PCR y todavia vemos inespecificidad o
baja sensibilidad?

Unwanted primer annealing l

* Problemas con el diseno de los primers

and

______Target Sequence

» Complejidad de la muestra Do,
No second run primer Cycle 1 DNA melting and primer binding.
annealing
* Conservacion de la muestra
and

Uncontaminated final product



RT-PCR - Ano 1991

* El arranque de las retrotranscriptasas

A
|

Howard M. Temin (1934-1994)
Junto a Dulbecco y Baltimore

Clasificacion de
Baltimore

Avian Mieloblastosis Virus (AMV)
Moloney-Murine Leukemia Virus (M-MLV)
Intron |l RT

Y mas mutantes....




RT-PCR - Ano 1991

 Set up de un RT-PCR en dos pasos

ARN 5
Primer rv/ N6 / poly T 4 | =
dNTP’s [2mM] 2
Agua C.p.s | >
Incuba 5 min - 65° C / se enfria
Buffer RT [10X] 2 )
Enzima [200 U/ul] 1

Volumen final 20
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Real Time PCR




Real Time PCR

Principio de la Real Time PCR

El proceso de PCR podria monitorearse mediante la adicion de una etiqueta fluorescente que se adhiera

al producto de PCR acumulado. A medida que aumenta la concentracion de producto de PCR, también
aumenta la intensidad de la senal de fluorescencia.

Tiempo real se refiere a que la deteccion de los

productos amplificados sucede en cada ciclo de la
reaccion.

El termino cuantitativo hace referencia a que es posible
cuantificar la cantidad de ADN en la muestra

Higuchi R, Dollinger G, Walsh PS, Griffith R. “Simultaneous amplification and detection of specific DNA
sequences”. Biotechnology. 1992; 10: 413-417.




5‘] LB A E T 13
Denaturation Step
Real Time PCR |
Annealing and B e 3
extension 3_TW;‘1;; ERNRY 1151 ‘ H_U_
Métodos de deteccion de fluorescencia:

Agentes intercalantes. A Mo, —p . ll.‘llllfllilvl.!_:lllllil :
Emision de Fluorescencia por union a ADNdh. 53l Emeer
Permiten realizar un HRM (High Resolution Melting). ——

—e —36 T g Ok
BrEt, SYBR Green, SYBR Safe, EvaGreen. e~ T e
B 3 5 3 5
Sondas con fluoroforos. ——
J4 »—=D 2 :_:’: e ® .1 ‘ -V
Sondas con fluoroforos y quencher e § T Emsin
Permiten mayor sensibilidad y especificidad. C i 5 " 5%, b
Multiples secuencias. R S [':’HH -
Diferentes presentaciones. |
Intercalating agent Hidrolisis probe Fluo.r('Jphore

with fluorophore
and quencher



Real Time PCR

Uso en diagnostico.

Usos microbiologicos

Usos en investigacion

Cuantificacion

Deteccion de variantes genéeticas OGM

genotipificacion




Real Time PCR

13007

9007

5007

Fluorescence

100530.0

223656

31.88068

0.3

-300t

Site Legend

10

Site ID |Sample ID

Inteltr Ct

Protocol

Ay ceH 36.30 DENV Probe
DS Multiplex
A10 [ T4 (5) 24.26 DENV Probe
DS Multiplex
All [ T4 (6) 25.36 DENYV Probe
DS Multiplex
A2 {4 (D 31.84 DENV Probe
DS Multiplex
A13 [ T4 (8) 33.68 DENV Probe
DS Multiplex
Al4 [ T4 9) 35.07 DENV Probe

DS Multiplex

30

Fluorescence

Degrees C

90

e

MR




Real Time PCR

. — S ——
| site D _Profocol | Sampl...|
o 19.192.2205.5729.33 33.336.57 B e P Contro. |
] | AIOEEDENYPr.. T3 (4)
1 | S ol § DENV Pr... T3 (5)
5 : DENV Pr... T3 (7)
2. S 2gpl » : |
) 7 e : F
R”: 0,998 3 2 ‘ / I DENVPr... T3 (8)
Eficiencia: 92% 5 100} ; DENY Pr... T3 (9)
-_— y P s :
= / . . :
7.2 - ¥, o g A AW .
100+ : : : : : : :
{ siteiD/_Protocol | Sampl.| 10 20 30 40 :
i DENY Pr... |Contro... :
401 A0 DENVPr. T3(4) Cycles :
2 | f DENV Pr... T3 (5) Iy
& DENY Pr... T3 (B) '
= 301 DENVPr... T3 (7) V
£ DENYPr.. T3 (8)
= DENY Pr... T3(9)
'E 20..
.

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log Concentration
y=-3.525x + 39.808, r-squared = 0.998

///////////////////////////////////////////////////////////////
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