7.3.2.Reação de PCR para o sequenciamento automático

A enzima DNA polimerase utilizada nos kits ABI prism sequencing é uma proteína mutante da bactéria Thermus aquaticos(Taq), possuindo uma mutação pontual no sítio ativo, onde a fenilalanina foi substituida pela tirosina no resíduo 667. Esta mutação resulta em uma menor discriminação aos dideoxinucleotídeos. Esta enzima possui ainda outra mutação no domínio amino terminal, trocando-se uma glicina por um aspartado na posição 46, removendo quase toda atividade nuclease 5’-3’. 

Uma pirofosfatase inorgânica termoestável, que cliva pirofosfatos inorgânicos(PPi) bioproduto da reação de extensão, foi ainda adicionada a DNA polimerase Taq. Esta enzima irá impedir o acúmulo de PPi, que em altas concentrações pode reverter a reção de polimerização, uma reação chamada pirofosforolisis. 

PE Applied Biosystems desenvolveu novos nucleotídeos terminadores fluorescemtes , dRhodamine, . Estes novos terminadores dão uma emissão espectral mais precisa, assim com menor sobreposição de spectrons , com menos ruido.(Fig.X)

Terminador
Marcador Fluorescente

A
dichloro[R6G]

C
dichloro[TAMRA]

G
dichloro[R110]

T
dichloro[ROX]

Com a marcação dos terminadores, cada um dos quatro nucleotídeos terminadores da reação de PCR no sequenciamento é marcado com uma diferente fluorescência. A cadeia amplificada é simultaneamente bloqueada e marcada com o terminador que corresponde a determinada base.

Com este sistema podemos utilizar primers não marcados, realizando a reação em um único tubo, e ainda com menor quantidade de DNA. 

Esta reação pode ser processada utilizando uma única canaleta em gel de poliacrilamida ou capilar. 

