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PCRPCR
PolymerasePolymerase ChainChain ReactionReaction

Tecnica di biologia molecolare, fu ideata nel 1983 da Kary B. Mullis, che 

consente la moltiplicazione (amplificazione) di frammenti di acidi nucleici dei 

quali si conoscano le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali. 

L'amplificazione mediante PCR consente di ottenere in vitro molto 

rapidamente la quantità di materiale genetico necessaria per le successive 

applicazioni.

- DNA da amplificare;

- dNTP;

- Primer ;

- elementi di supporto (ad es. ioni 

magnesio),  necessari per costituire 

l'ambiente adatto alla reazione;

- DNA polimerasi.















parametriparametri

-Lunghezza (16 – 28 bp; ∆<3)

- Temperatura di Melting (∆<5)

- Composizione in basi (40%<GC<60%)

- 3’-terminale (G/C) 

- Ripetizioni e auto-complementarietà di sequenza

- Complementarità tra coppie di primer



Disegno dei PRIMER

‘GeneFisher’ 

Meyer et al.

(1995)

Consensus- DEgenerate Hybrid

Oligonucleotide Primer (CODEHOP) 

Rose et al. (1998)

‘Primer Premier’ 

Singh et al. (1998) 

Dynamic programming to design primers. 

Kämpke et al. (2001) 



‘GeneFisher’ Meyer et al. (1995)

Interactive Primer Design

-Allineamento della sequenza target di DNA  con altre sequenze note -Allineamento della sequenza target di DNA  con altre sequenze note 
di DNA, con la stessa  funzione

- Disegno del primer che può essere in accordo con la sequenza 
incognita.



- Non considera i siti di restrizione





-Fornisce un grafico degli enzimi di restrizione sulla -Fornisce un grafico degli enzimi di restrizione sulla 

sequenza di DNA mediante la ricerca di siti di restrizione 

sulle sequenze di DNA allineate

- In acordo con il grafico viene disegnato il primer che 

contiene all’interno il sito di restrizione

- In alcuni casi non riesce a trovare la soluzione perchè le 

proprietà non possono essere soddisfatte



http://doprimer.interactiva.dehttp://doprimer.interactiva.de

�Programmazione dinamica

- Primer multipli per sequeze target multiple

- Alcuni criteri importanti non considerati (es. G/C al 3’ 

end)

- Rimosse alcune potenziali soluzioni che richiederebbero 

lunghi tempi di calcolo



GAGA Algoritmi GeneticiAlgoritmi Genetici
- generazione, in maniera casuale, una popolazione 

iniziale;

- creazione di una sequenza di nuove popolazioni, 

o generazioni. In ciascuna iterazione, gli 

individui della popolazione corrente sono 

usati per creare la generazione successiva, e a questo scopo si 

compiono degli ulteriori passi: 

- ciascun membro della popolazione corrente è valutato 

calcolandone il rispettivo valore di fitness (idoneità);

- si determina un opportuno ordinamento di tali individui sulla - si determina un opportuno ordinamento di tali individui sulla 

base dei valori di fitness;

- gli individui più promettenti sono selezionati come genitori;

- a partire da tali individui si genera un pari numero di 

individui della generazione successiva, e ciò può avvenire 

secondo due modalità distinte, vale a dire effettuando 

cambiamenti casuali su un singolo genitore (mutazione) oppure 

combinando opportunamente le caratteristiche di una coppia di 

genitori (incrocio);

• gli individui così generati vanno a sostituire i genitori 

consentendo la formazione della generazione successiva;

- infine, l'algoritmo s'interrompe quando uno dei criteri d'arresto 

è soddisfatto (numero massimo di iterazioni, controllo del 

miglioramento della funzione di fitness).



- Modifica del set di parametri

- Modifica della composizione dei dati

- Modifica del codice





Gli Gli SchemataSchemata e il Teorema dello Schemae il Teorema dello Schema

Uno schema è un modello di valori del gene che possono essere 

rappresentati (nella codifica binaria) da una stringa di caratteri dell'alfabeto 

{0,1,#}.

“1010”: 10##, #0#0, ##10 e ##1# …

�Agli individui della popolazione viene data la possibilità di riprodursi; il 

numero di opportunità che ogni individuo riceve è in proporzione al suo 

fitness, quindi i migliori individui contribuiscono maggiormente ai geni della 

generazione successivagenerazione successiva

� Alto valore di fitness = buoni schemi

� Assegnare probabilità di riproduzione in numero sempre maggiore agli 

individui che hanno il fitness più elevato rispetto al resto della popolazione, in 

modo che i buoni schemi abbiano un numero di prove crescente in modo 

esponenziale nelle generazioni successive 

� Ipotesi Building Block: trovare buoni blocchi di costruzione: schemi che 

lavorano bene insieme e tendono a portare miglioramenti quando sono 

incorporati nello stesso individuo

1.i geni correlati siano vicini all'interno del cromosoma

2.ci sia poca interazione tra i geni 



ESPLORAZIONE E SFRUTTAMENTO

1. la popolazione è infinita 

2. la funzione fitness riflette accuratamente l’utilità della soluzione 

3. i geni in un cromosoma non interagiscono significativamente

Problemi di Fitness Range

Convergenza Prematura 

Fine lenta 

Tecniche di Selezione dei Genitori � “roulette wheel selection”

� fitness rimappato implicitamente 

� fitness rimappato esplicitamente� fitness rimappato esplicitamente

Generation gaps e steady-state replacement 

Tecniche di Crossover  � 2-point Crossover

� Crossover Uniforme 



Rimpiazzamento 

generazionale

Rimpiazzamento a stato continuo 

(modello statico di popolazione)

Modello di generazione discreto Modello di generazione continuo

Modello di sovrapposizione di popolazione



Le proprietà per il disegno dei primer sono trattate nella funzione di fitness, le 

soluzioni che non obbediscono a queste regole sono eliminate dalla soluzioni che non obbediscono a queste regole sono eliminate dalla 

competizione.

Siti di restrizione Specificità



Definizione dell’algoritmo propostoDefinizione dell’algoritmo proposto

GD = AATCGACCAT……

GD = TTAGCTGGTA……

Bf = {bi | i è l’indice di GD tra Fs e Fe}

Pt = (Fs, Fe, Rs, Re)

Posizioni attuali dei primer

Posizioni relative dei primer

Br = {bi | i è l’indice di GD tra Rs e Re}

Pt’ = (Fs, α, β, y)

α = (Fe - Fs)

β = (Rs – Fe)

y = (Re – Rs)

(145, 164, 989, 1011)

(145, 19, 85, 22)

start      end



|P1| = #G + #C + #A + #T

Tm(P1) = (#G + #C) ∗ 4 + (#A + #T) ∗ 2

#G + #C                         

|DA|GC(P1) =                 × 100%|DA|

0, se P1 appare in Gd una volta

1, se P1 appare in Gd più di una volta
Specificità �Uni(P1) =

Terminazione 3’ �Term(P1) =
0, se il 3’ finale è G, C o GC

1, altrimenti



Algoritmo proposto per il disegno di primerAlgoritmo proposto per il disegno di primer

-Inizializzazione del processo
-Valutazione
-Cross over e Mutazione

Create initial population

Evaluate fitness of each individual in the population

start

Determine parameters

Criteria satisfied?

stop

selection

crossover

mutation

no

yes



--InizializzazioneInizializzazione deldel processoprocesso

500       = Pt

P

Pt’ = (Fs, α, β, y)

Pt = (Fs11, Fe12, Rs13, Re14)

(Fs21, Fe22, Rs23, Re24)

(Fs31, Fe32, Rs33, Re34)

(Fs41, Fe42, Rs43, Re44)

Pt = (Fs, Fe, Rs, Re)

Pt’ = (Fs, α, β, y)

α = (Fe - Fs)

β = (Rs – Fe)

y = (Re – Rs)

…… ……

……

18-26 bp ……
Lunghezza del prodotto target

(Fs41, Fe42, Rs43, Re44)

…     …     …       …



--ValutazioneValutazione

0, se 18<=|Bf|,|Br|<=26

1, altrimenti
Lunghezza �Leng(Pt) =

0, se ABS (|Bf|-|Br|)<=3

1, altrimenti
Differenza tra lunghezze�Lengd(Pt) =

0, se ABS[Tm(Bf) – Tm(Br)<=5]

1, altrimenti
Differenza Tm �Tmd(Pt) =

0, se 40%<=GC(Bf), GC(Br)<=60%

1, altrimentiGCp(Pt) =



--ValutazioneValutazione

0, se P1 appare in Gd una volta

1, se P1 appare in Gd più di una volta
Specificità �Uni(P1) =

Uni(Bf) = 0

Uni(Br) = 0

Uni(Pt) = Uni(Bf) + Uni(Br)

Terminazione 3’ �Term(P1) =
0, se il 3’ finale è G, C o GC

1, altrimenti

Term(Bf) = 0

Term(Br) = 0

Term(Pt) = Term (Bf) + Term (Br)



--ValutazioneValutazione

0, se non c’è auto-complementarietà di Bf e Br

1, altrimenti
Sc(Pt) =

Sono consentite sequenze ripetute non invertite e 

sequenze auto-complementari >3bp

PC(P) =
0, se non c’è complementarietà a coppie tra Bf e Br

1, altrimenti

…XXXX[GC] …XXXX[GC]{0,3-n}

Terminazione 3’ �Term(P1) =
0, se il 3’ finale è G, C o GC

1, altrimenti



--ValutazioneValutazione

Siti di restrizione

0, se c’è un sito di restrizione in Bf o Br

1, altrimenti
Rt(Pt) =

1, altrimenti
Rt(Pt) =

- Pattern match

- [(Le-3)<=|Pm|<=Le]

Lunghezza del sito di restrizione



--ValutazioneValutazione

Specificità

specificità
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--ValutazioneValutazione

Fitness(Pt) = leng(Pt) + 3*lengd(Pt) + Tmd(Pt) + 

3*GCp(Pt) +3*(Term(Bf)+Term(Br)) + 50*Uni(Pt) + 

10*Sc(Pt) + 10*PC(Pt) + Rt(Pt)

P



--SelezioneSelezione

Roulette Wheel method
(campionamento stocastico con sostituzione)

Number of individual 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

fitness value 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

selection probability 0.18 0.16 0.15 0.13 0.11 0.09 0.07 0.06 0.03 0.02 0.0

Dopo la selezione la “mating population” consiste degli individui:

1, 2, 3, 5, 6, 9. 

Individui con un più alto peso (inverso del valore di fitness) 
hanno quindi maggior probabilità di essere selezionati



--SelezioneSelezione

P

Fitness(Pt) = leng(Pt) + 

3*lengd(Pt) + Tmd(Pt) + 3*GCp(Pt) 

+3*(Term(Bf)+Term(Br)) + 

50*Uni(Pt) + 10*Sc(Pt) + 

10*PC(Pt) + Rt(Pt)

Mating pool



--Cross Cross overover

R<16

Forma binaria di R per decidere quali 

componenti di X e Y dovranno essere 

cambiati

Es:Es:

R = 11

Forma binaria = 1011

Controllo delle violazioni delle restrizioni



--Cross Cross overover e Mutazionee Mutazione



-- MutazioneMutazione



--parametriparametri GAGA

P

Fitness(Pt) = leng(Pt) + 

3*lengd(Pt) + Tmd(Pt) + 3*GCp(Pt) 

+3*(Term(Bf)+Term(Br)) + 

50*Uni(Pt) + 10*Sc(Pt) + 10*PC(Pt) 

+ Rt(Pt)

Mating pool

M

pop_size

pop_size > M Mating pool

Max_gen



--parametriparametri GAGA

P

Fitness(Pt) = leng(Pt) + 

3*lengd(Pt) + Tmd(Pt) + 3*GCp(Pt) 

+3*(Term(Bf)+Term(Br)) + 

50*Uni(Pt) + 10*Sc(Pt) + 10*PC(Pt) 

+ Rt(Pt)

Mating poolMating pool

Pe Pm

Se un numero 

random compreso 

tra 0 e 1 è minore 

di Pe, il C.O. viene 

eseguito.

↑Pe � processo più 

veloce, soluzione 

meno precisa

Se un numero 

random compreso 

tra 0 e 1 è minore 

di Pm, la mutazione 

viene eseguita

↑Pm � processo più 

lento, soluzione più 

precisa



--TestTest

1) Pseudomonas mendocina PHA synthase 1 (phaC1), PHA depolymerase 

(phaZ) and PHA synthase 2 (phaC2) genes

≠  lunghezza

2) Complete cds and Homo sapiens CDK2-associated protein 1 

(CKD2AP1)coding DNAs (CDs) (Gen-Bank acc. no. NM_004642; 

523..870).

Prime3 GeneFisher SGD

Algoritmo proposto

Vs.



1° esperimento



2° esperimento

Siti di restrizione Specificità



-- Test bagnatoTest bagnato

forward: 5-ATGTCTTACAAACCGAAC-3;   (1-18) 

reverse: 5-CAGTCCTCTAGCGTGAAT-3;   (285-303)

CDK2AP1CDs 

Algoritmo proposto

Condizioni sperimentali: 15µl reagente: 50 ng HeLa cell cDNA, 10× reaction 

buffer 1.5 µl, dNTP (1.25 mM) 1.8 µl, forward e reverse primers (10 mM) 0.5 µl 

each, Taq polymerase (5 U/µl) 0.05 µl e deionizzata, acqua distillata.

Programma PCR: 95◦C per 5 min; 95◦C per 45 s, 55◦C per 45 s, 72◦C per 45 s 

per 35 cicli 72◦C per 10 min e 4◦C per 10 min.



-- Test bagnatoTest bagnato Elettroforesi su gel di 

agarosio 1% e 0,1% di 

etidio bromuro.GDPDH

acqua

303 bp



-- ConclusioniConclusioni

• Qualità � buona riuscita dell’esperimento

• Siti di restrizione

• Ricerca della soluzione migliore indipendentemente 

dalla lunghezza della sequenzadalla lunghezza della sequenza

• Specificità   per essere soddisfatta l’algoritmo può 

“allentare” alcune restrizioni come il 3’ terminale 

e il contenuto in GC



--ConclusioniConclusioni

P

P
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MultiPrimer: a Software for Multiple Primer Design for Gene Family

- Ricerca un set di coppie di primer per un set di sequenze di famiglie geniche o 

targets multipili per una singla sequenza di cDNA. 

- Si può inserire una lunga sequenza (ex: take RBM15), su cui il programma 

ricerca diverse coppie di primer in differenti regioni con differenti lunghezze (per 

esperimenti di PCR in tubi differenti). 

- Inserendo diverse sequenze (ex: take ANXA1, ANXA3, ANXA5), l’algoritmo 

ricerca  una coppia di primer per ogni sequenza (per esperimenti di PCR in un 

unico tubo e non causa mis-priming).

Parametri di default:

- self annealing

- self-end annealing

- pair annealing and pair-end 

- the population size = 1000

- the generation = 100

- the crossover rate = 80% 

- mutation rate = started from 1%, and 

grows up to as high as 90% as 

generation increases (For each 

generation the mutation grows 1%). 



Input Area

Parameter Area

Output Area




