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3° LEZIONE: POLIMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Nel 1984 Kary Mullis mise a punto un metodo ingegnoso detto reazione a catena della polimerasi (“Polymerase Chain Reaction” o PCR). La PCR è un metodo attraverso cui una sequenza di acido nucleico più essere amplificata esponenzialmente in vitro. Lo stesso metodo può essere usato per modificare la sequenza amplificata o per aggiungere nuove informazioni di sequenza. È necessario che le estremità della sequenza da amplificare dette “regioni fiancheggianti” siano conosciute con sufficiente precisione per poter sintetizzare degli oligonucleotidi (primers) che saranno ibrididati ad esse, e che una piccola quantità della sequenza sia disponibile per dare inizio alla reazione. Non è necessario che la sequenza da sintetizzare sia inizialmente presente in forma pura; essa può anche essere una frazione minoritaria di una miscela complessa, come un segmento di un gene a singola copia nel DNA totale umano. 
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Un ciclo di PCR è costituito dalle seguenti tre fasi:
1. Separazione dei filamenti (denaturazione). I due filamenti della molecola di DNA stampo sono separate, portando la soluzione a 94/95° C per 30/60 secondi;
2. Ibridazione dei primer (detta anche fase di “annealing” o ancoraggio). La soluzione viene rapidamente raffreddata (30-65°C) per permettere a ciascun primer di ibridarsi con un filamento di DNA. Un primer si lega alla terminazione 3´ del DNA bersaglio su una catena e l’altro primer si lega sulla terminazione 3´ della catena bersaglio complementare.
3. Sintesi del DNA. La soluzione viene scaldata rapidamente in modo che i primer non si stacchino a 72ºC, temperatura ottimale per la Taq polimerasi che allunga entrambi i primers nella direzione della sequenza bersaglio (la sintesi del DNA è nella direzione da 5´ a 3´). La polimerizzazione viene fatta procedere per circa 1 min. La sintesi ha luogo su entrambi i filamenti e si estende sopra la sequenza bersaglio.
La scelta delle condizioni operative del ciclo (tempo e temperatura) è compito dell’operatore.
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Al termine della sintesi avremo due molecole identiche al campione iniziale. Questi prodotti di PCR vengono definiti “prodotti lunghi” e fungono da stampo per l’uno o l’altro degli oligonucleotidi durante i cicli successivi. L’estensione di questi oligonucleotidi dalla polimerasi produrrà molecole di una lunghezza definita, corrispondente a quella del frammento di interesse. Queste molecole di lunghezza desiderata fungeranno anch’esse come stampi per l’uno o per l’altro oligonucleotide producendo altre molecole di grandezza definita. In questo modo si svilupperà una reazione a catena che porterà all’accumulo di uno specifico DNA a doppia elica in maniera esponenziale rispetto al numero di cicli di reazione. 
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Il grado di amplificazione finale è dato da 2^(n-2) dato che i primi due cicli sono nulli.
Idealmente, procedendo come sopra, dopo n cicli, la sequenza iniziale è quindi amplificata 2n volte: dopo 20 cicli l’amplificazione porta ad avere più di un milione di copie e dopo 30 cicli più di un miliardo di copie. Ciascun ciclo può durare anche solo circa 2 min, per cui queste operazioni sono eseguite in poco più di 1 h.
In realtà il numero di campioni di DNA ottenuto dopo n cicli incrementa secondo la relazione:

Yn = A*(1 + E)n
Yn = DNA prodotto dopo n cicli
A = quantità iniziale di DNA presente
n = numero di cicli di PCR effettuati
E = efficienza dell'amplificazione (in genere compresa tra 0,7 e 0,8)
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REAGENTI NECESSARI PER EFFETTUARE UNA PCR
Templato
I risultati migliori si ottengono con frammenti non superiori a 1.5 kb. 
Il numero di cicli non deve superare la cinquantina, poiché dopo un certo numero di cicli l’amplificazione non è più esponenziale ma raggiunge un plateau dovuto a:

· Carenza di oligo di innesco (primers),
· Carenza di dNTP,
· Aumento di PPi,
· Comparsa di DNA parassita amplificato; questo può avvenire se la sequenza è ricca in GC, per ovviare si può aggiungere DMSO (Dimetil Solfossido) e si può usare la 7-aza-dGTP al posto della dGTP, ponendo attenzione che questo non inibisca la DNA polimerasi.
Il templato può essere:

· Omogeneo (plasmide purificato): ogni molecola è identica e rappresenta la sequenza da amplificare, il vantaggio è che poche molecole bastano a garantire l’amplificazione (ng di templato).

· Eterogeneo (mix di diverse molecole di DNA, come il DNA genomico, sospensione cellulari o materiale biologico). In questo caso si deve utilizzare molto DNA per avere un minimo sufficiente per garantire l’amplificazione. 

Anche la purezza e il materiale di partenza sono importanti: l’enzima può subire o meno impedimento sterico per raggiungere il templato. In generale, bisogna evitare tutti i contaminanti chimici che non permettano un’attività polimerasica efficace, come l’EDTA che chela il Mg++ indispensabile per le polimerasi, gli acidi forti e i sali che potrebbero formare complessi nel sito attivo dell’enzima e inibirlo. 
Precursori (dNTPs)
dTTP, dATP, dCTP, dGTP devono essere bilanciati: se uno dei quattro è in concentrazione limitanti, l’enzima potrebbe incorporare qualcos’altro o fermarsi. Ovviamente conta anche la lunghezza: 500 bp necessitano di una concentrazione di dNTP minore di una sequenza di 5000 bp, così come di n° di cicli di reazione. Ricordiamo che negli ultimi cicli la quantità di templato polimerizzata è molto elevata.
Oligonucleotidi primers

· Sono prodotti in vitro per sintesi chimica, non sono ammesse preparazioni non pure per quanto riguarda la composizione in basi altrimenti l’amplificazione non sarà specifica.

· In genere presentano un range di dimensioni da 18 a 30 nt, dopodiché il rischio di non precisione e il costo dell’oligo li rende inadatti per la PCR.

· Non devono essere in concentrazione limitante, non devono essere nemmeno in eccesso (aumenta il rischio di dimerizzazione).

· La coppia di oligo deve avere temperature di denaturazione simili (Tm1~Tm2).
· Non deve verificarsi self annealing: i due oligo non devono appaiarsi fra loro, altrimenti la concentrazione di oligo effettiva nella miscela di reazione si abbassa notevolmente. Non solo, se l’appaiamento avviene fra le code, queste si distendono ed avremo eterodimeri di oligo, la polimerasi polimerizzerà un oligo, ed ai cicli successivi si appaieranno altri oligo e, alla fine, troveremo piccole molecole (100 bp circa) che sono state ottenute da una sequenza in tandem di oligo. Questa miscela sottrae attività enzimatica, sottrae oligo, nucleotidi e quindi riduce notevolmente l’efficienza d’amplificazione. In particolare, i primers non si devono annilare in corrispondenza del 3’, perché è qui che comincia la polimerizzazione e, se si annilano qui, l’allungamento è compromesso.
· La sequenza non deve permettere formazioni di stem loop.
· L’appaiamento col templato deve essere stabile.

Scelta della Tm (Temperatura di melting)

 La temperatura di Melting è definita come la temperatura alla quale la metà del DNA si trova nello stato a doppia elica, e l’altra metà in quello denaturato (random-coil). La temperatura di melting dipende sia dalla lunghezza totale della molecola di DNA, sia dalla specifica sequenza dei nucleotidi. Più la Tm è alta e più aumenta la probabilità che gli oligo si appaiano specificatamente, quindi quelli completamente omologhi al templato. La Tm si calcola con formule empiriche. Il Metodo Wallace è il più veloce, e meno accurato, metodo utilizzabile per gli oligonucleotidi di lunghezza inferiore a 18/20 coppie di basi. Si attua contando la frequenza di ciascun tipo di nucleotide (A, T, C o G). Il fondamento di questo metodo è che gli appaiamenti citosina-guanina sono composti da tre legami idrogeno, mentre gli appaiamenti adenina-timina solo da due, dunque le coppie CG contribuiscono di più alla stabilità della doppia elica.
Basic Melting Temperature (Tm) Calculations (Wallace):

Tm = 4°C  x  (n° di G e C nel primer) + 2°C  x  (n° di A e T nel primer)
Esistono software per la scelta dei primer: OLIGO SOFTWARE: Oligo Analyzer 1.0 e Oligo Explorer 1.0 (da installare), OLIGO CALCULATOR (on line), WEB PRIMER (on line) 

Mg++
Non deve essere in quantità limitante in quanto tutto ciò che metabolizza polimeri di nucleotidi necessita di Mg++. Se è invece largamente eccedente determina inaccuratezza, aumentando la frequenza degli appaiamenti degli oligo con sequenze non omologhe Questa condizione dovrebbe essere evitata. La concentrazione ottimale di Mg++ si determina tenendo conto che può essere legato sia dai fosfati di DNA ds, dai primers e dai dNTPs e che esiste una concentrazione compatibile con l’attività enzimatica; in genere la concentrazione ideale finale è 1,5 mM anche se in genere deve essere determinata sperimentalmente ogni volta che si mette a punto una reazione.
DNA Polimerasi

Una generica polimerasi non può essere impiegata in quanto la PCR necessita di diversi cicli di riscaldamento e raffreddamento che possono facilmente distruggere l’enzima. Si utilizza quindi una particolare DNA-polimerasi, la Taq Polimerasi estratta dal batterio Thermophilus Acquaticus che vive nelle sorgenti calde ad una temperatura di 75° C. Questa è attiva sino alla temperatura di 94° C e basta aggiungerla solo all'inizio della reazione. La Taq polimerasi, a differenza di altre polimerasi, presenta un'attività esonucleasica 5'-3' ma non in direzione 3'-5'. Quella in direzione 3'-5' è consentito alle polimerasi, che comprendono il frammento di Klenow, dette con attività proof reading, che sono in grado di correggere eventuali errori dovuti ad un'erronea incorporazione dei nucleotidi. Ciò fa sì che la Taq polimerasi presenti un tasso d'errore di 2 x105 nucleotidi, valore che comunque può variare modulando opportunamente alcuni parametri quali:

· concentrazione dei nucleotidi,

· concentrazione del magnesio,

· temperatura di "melting"

· temperatura di annealing.
In commercio si trova anche la AmpliTaq Gold DNA polimerasi che è in grado di attivarsi gradualmente a seguito di una esposizione a 95° C per 10 minuti. Tale attivazione, che rientra nel concetto delle PCR "hot start", permette un aumento della sensibilità e specificità della reazione.
Equipaggiamento
Oggi esistono termociclatori automatizzati che permettono di impostare varie temperature, numero e durata dei cicli da effettuare. 
Problematiche:

1) Abbiamo allestito una PCR in condizioni non ottimali!!!!
Quello che potrebbe succedere è che uno degli oligo primer si possa appaiare in una zona non desiderata. L'appaiamento scorretto porta ad un abbondante presenza di un amplificato di dimensioni scorrette. 
2)
Abbiamo una contaminazione da prodotti di amplificazioni precedenti che può dare origine ad amplificazione di DNA parassita (falsi positivi)!!!

Come sopprimere le contaminazioni:
· Usare precauzioni: PCR in stanze separate dalle altre operazioni, vetreria dedicata solo a PCR, uso puntali con filtro, massima sterilità.
· Hot Star PCR ovvero PCR con partenza a caldo: si tratta di aggiungere la Taq velocemente subito dopo il primo lungo step di denaturazione. Lo stratagemma ha lo scopo di aumentare la specificità dell'annealing al templato.
· Nested PCR o PCR annidata: si tratta di realizzare due PCR successive utilizzando coppie di primers differenti, con la seconda si amplifica una sequenza inclusa in quella amplificata dalla prima coppia. Se la prima amplificazione è un artefatto, nella seconda i primers non si appaieranno! In questo modo aumento sia la specificità che il tasso di amplificazione.
IMPIEGHI DELLA PCR:
Utilizzo diagnostico
Diagnosi di traslocazioni cromosomiche associate ad insorgenza di forme tumorali.

La PCR, grazie al suo alto potere amplificatorio, ci permette di individuare il tumore anche nella fase precoce della neoplasia, ad esempio pensiamo ad un tumore in fase liquida (sangue).

Normalmente nel genoma abbiamo assetti cromosomici ben definiti, ma si vede che alcuni tratti hanno alta tendenza a rompersi e a riarrangiarsi, causando espressione non regolata di alcuni geni, da cui il tumore. Dal punto di vista tecnico, individueremo traslazioni di un pezzo di cromosoma su un altro e disegneremo l'oligo vicino ai punti di rottura più probabili. Il secondo oligo su un altro cromosoma spesso soggetta alla traslocazione. Se la cellula è sana i 2 oligo si appaiano in zone diverse, e non succede assolutamente niente (qualche single strand con progressione lineare, che sul gel non si vede). Se amplifica esponenzialmente, gli oligo sono vicini, e allora è presente una traslocazione. Ovviamente sono stati sviluppati kit con oligo appropriati. Tutti sono basati sullo screening in positivo. Attenzione ai falsi positivi!

Uso della PCR nella ricerca di laboratorio: procedure di clonagio del DNA, Southern blotting, sequenziamento del DNA, tecnologia del DNA ricombinante.

Uso della PCR nello screening di colonie trasformanti.

È sempre uno screening in positivo: PCR per ogni colonia con oligo appropriati che riconoscano solo la trasformazione ottimale. Per screening molto estesi nell'ordine di centinaia di campioni, il metodo è molto veloce: molto di più che non la singola estrazione di DNA per ogni clone.
RT-PCR (Reverse Transcription PCR)
E’ un processo che ci permette di retrotrascrivere RNA a singola elica in DNA complementare (cDNA) partendo da RNA totale o poly(A) RNA estratto dalla cellula, l’enzima trascrittasi inversa, un primer, dNTPs e un inibitore dell’RNasi. Il cDNA ottenuto può essere utilizzato per reazioni di PCR. La reazioni di RT è anche chiamata strand cDNA synthesis. 

Tre tipi di primer possono essere utilizzati in una reazione di RT-PCR: oligo (dT) primers, random (hexamer) primers e primers gene-specific.

Per una reazione di RT vengono impiegati da 1-2 microgrammi (g) di RNA.

STEPS: 

1) RNA è incubato con il primer a 70°C per denaturare la struttura secondaria dell’RNA ed è poi velocemente raffreddato in ghiaccio per permettere al primers di anilarsi all’RNA.

2) Aggiungo gli altri componenti della reazione: dNTPs, inibitore dell’RNasi, trascrittasi inversa e buffer di reazione.

3) La reazione di retrotrascrizione viene effettuata a 42°C per 1 ora.

4) Si scalda la miscela a 72°C per inattivare l’enzima.

5) Si può trattare la reazione con RNAsi H per rimuovere RNA templato (optionale).
LA NOSTRA ESPERIENZA: AMPLIFICAZIONE DEL GENE CODIFICANTE L’ACTINA DA DNA GENOMICO. 

Amplificazione di circa 660 pb del gene dell’actina 

PRIMER ACTF: 5’ TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 3’, situato tra il 552 nt e il 582 nt dell’mRNA actina
PRIMER ACTR: 5’ CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG 3’ situato tra il 1182 nt e il 1212 nt dell’mRNA actina
Il materiale di partenza è il DNA GENOMICO da voi estratto.
Nella eppendorf da pcr:

10 ng di DNA GENOMICO (calcolare il volume da pipettare sapendo la concentrazione del vostro DNA).
Preparo ora la MIX in eppendorf 0,5 a parte, calcolando i volumi per 2 reazioni
MIX per 1 reazione:





Buffer 10X con MgCl2 
2,5l




primer ACTF


1 l




primer ACTR


1 l




dNTPs 10 mM

1l




TAQ 5U/l


0,5l



Acqua ultrapura

….l




Volume TOTALE finale di reazione: 25l (MIX + templato !!!!)

95°C 5 min

95°C 1 min

60°C 1 min

35 cicli

72°C 1 min

72°C 5 min

4°C  ∞
CORSA ELETTROFORETICA SU GEL D’AGAROSO DELL’AMPLIFICATO
Preparo un gel d’agaroso all’1%.
Preparo il campione per la corsa elettroforetica:

20l amplificato, 4l colorante loading sample buffer 6X
Marker 100pb plus: 2l Marker, 8l acqua, 2l colorante loading sample buffer 6X









