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2-ME - 2-mercaptoetanol.

6-FAM, ROX, VIC, NED, PET, LIZ — coloranti fluorescenti.
ADN - acid deoxiribonucleic.

ADNCc¢ — acid deoxiribonucleic complementar.

ARN - acid ribonucleic.

ARNTr — acid ribonucleic ribozomal.

ARNt — acid ribonucleic de transfer.

ASIP — proteina de semnalizare Agouti (Agouti Signaling Protein).
BLAD — deficienta de adeziune leucocitara bovina.

BSA - albumina serica bovina.

CTAB — bromura de cetil-trimetil-amoniu.

ddNTP — dideoxinucleotid trifosfat.

DEPC — dietilpirocarbonat.

DMSO - dimetil sulfoxid.

dNTP — deoxinucleotid trifosfat.

DTT — ditiotreitol.

DUMPS — deficienta in uridin 5’monofosfat sintaza.

EDTA — acid etilen-diamino-tetraacetic.

GAPDH - gliceraldehid fosfat dehidrogenaza.

HYPP - paralizia periodica hiperkalemica (Hyperkalemic Periodic Paralysis).
JEB — epidermoliza jonctionald severa (Junctional Epidermolysis Bullosa).
Kpb — kiloperechi de baze.

MCI1R - receptorul pentru melanocortina.

MOPS — acid 3-[N-Morfolino]-propan-sulfonic.

Pb — perechi de baze.

PBS — tampon fosfat salin.

PCR - reactie de polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction).



RFLP — polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism).

rpm — rotatii pe minut.

RT-PCR - revers-transcris PCR.

SCID - imunodeficienta severd combinata (Severe Combined Immunodeficiency).
SDS — sodiu dodecil-sulfat.

TAE — TRIS-Acid acetic-EDTA.

TBE — TRIS-Acid boric-EDTA.

TE — tampon TRIS-EDTA.

TEMED - N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina.

TRIS — tris(hidroximetil)aminometan.

UMP — uridin 5’monofosfat sintaza.

UV —ultraviolet.

VIS — vizibil.



CAPITOLUL I
ACIZII NUCLEICI — STRUCTURA, PROPRIETATI, TRANSMITEREA SI
EXPRIMAREA INFORMATIEI GENETICE

I.1. Structura si compozitia acizilor nucleici

Acizii nucleici sunt substante care au fost pentru prima datd izolate din nucleii
celulelor. Ulterior, s-a evidentiat existenta acizilor nucleici atat in nucleu cat si in
citoplasma celulelor dar denumirea a fost pastrata din considerente istorice.

Existd doua tipuri de acizi nucleici:

a) ADN (acid deoxiribonucleic) localizat in principal in nucleul celulelor daca
acesta este individualizat, cum este cazul eucariotelor;

b) ARN (acid ribonucleic), prezent in principal in citoplasma celulelor dar si in
nucleu.

In celuld, acizi nucleici se gdsesc asociati cu proteinele in complexe numite
nucleoproteine. Prin tratare, in anumite conditii, cu acizi sau cu saruri, acizii nucleici se
pot separa de proteinele respective. Odata separati, acizii nucleici sub forma lor de
polimeri pot fi hidrolizati, n conditii adecvate pana la nucleotide, unitatile de baza ale
alcatuirii acizilor nucleici. Mai departe, nucleotidele pot fi hidrolizate pana la fosfat si
nucleozide sau pana la fosfat, pentoze si baze purinice si pirimidinice. Pentozele sunt

glucide. In ADN pentoza se numeste deoxiriboza, iar in ARN poartd numele de riboza.

Riboza Deoxuiboza

Figura 1: Pentozele din structura acizilor nucleici.



Acizii nucleici au rol esential In conservarea si transmiterea informatiei genetice
necesarad functionarii ,,programului” sintezei proteinelor celulare, suportul marii majoritati
a activitafilor biologice. Acestia sunt responsabili de dictarea ordinii in care aminoacizii
se leaga intre ei pentru a da nastere unei proteine adecvate.

ADN este un element permanent al celulei, informatiile continute in structura sa
fiind transmise descendentilor. Din acest motiv se afirma ca ADN este suportul ereditatii.
Acizii ribonucleici, ARNr, ARNt si ARNm, sunt moleculele implicate in realizarea
directa a sintezei proteice.

Din punct de vedere structural, acizii nucleici sunt molecule polinucleotidice foarte
mari formate din repetifia unor subunitati numite nucleotide. Unitatile nucleotidice sunt
formate din acid fosforic, un monozaharid cu cinci atomi de carbon (riboza in ARN si
deoxiriboza in ADN) si o baza purinica (adenina sau guanina) sau pirimidinica (citozina

si timina in ADN, respectiv citozina si uracilul in ARN).

Baze purinice

NH, 0
| |

C \
N e N

c
HNT & Sc-
= e =
-~ T H,N"C"*‘rﬁ’c"'f}l
H H
Adenina (&) Guanina (G)

HCZ - 2
\N/

Baze pirimidinice
o o NH,
! ! ]
HNZ 4 SCH HNZ ‘“?ﬁ—CHa ,\l,fn?iH
£ ~CH £ 1. CH C2, ECH
e " o ’i’ o \riJ
Uracli (U} Timina (T} Citodna (Ch

Figura 2: Bazele azotate din structura acizilor nucleici.

Unitatea structurala formata prin legarea unei pentoze de o baza azotata prin
intermediul legaturii N-glicozidice se numeste nucleozid. Prin legarea unei grupari fosfat

la 0 nucleozida se va obtine o nucleotida (Figura 3). In structura acizilor nucleici, unititile



nucleotidice sunt inlantuite prin legaturi fosfo-diesterice stabilite intre hidroxilul din

pozitia 3 al unei nucleotide si gruparea fosfat din pozitie 5* a nucleotidei urmatoare.
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Figura 3: Structura unei nucleotide.
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Figura 4: Legatura fosfodiesterica.

Acizii nucleici sunt, asemeni proteinelor, polimeri neramificati care pot fi liniari
sau circulari. Demonstratd de Levene in 1925 si confirmatd dupa 1950 de catre Todd,
inlantuirea covalentd a nucleotidelor este de tip ester. Depolimerizarea se poate realiza
prin hidroliza de diferite tipuri (acida, bazicd, enzimaticd) si este destul de folosita in

tehnicile de biologie moleculara.



Indiferent de tipul de acid nucleic (ribonucleic sau deoxiribonucleic), reactia de
asamblare polinucleotidica este aceeasi: hidroxilul din pozitia 3’ al unui nucleozid
monofosfat este esterificat de catre 5’-fosfatul din structura nucleozid trifosfatului care
participa la formarea legaturii. Faptul ca acizii nucleici sunt polimeri fosfodiesterici ai
nucleozid-monofosfatilor (NMP) are urmatoarele consecinte directe:

a) asemeni polipeptidelor, catena este orientatd (vectorizatd). Sensul conventional
5°-3” a fost adoptat pentru lectura si scrierea polinucleotidelor ca si pentru reprezentarile
prescurtate sau simbolice.

b) bazele fixate regulat in functie de o secventa specifica speciei moleculare, sunt
purtate de un schelet covalent pentozo-fosfat. Cu toate cd imaginea este asemanatoare cu
cea a scheletului polipeptidic purtator al catenelor laterale ale aminoacizilor, exista o serie
de diferente fatd de acesta: - scheletul acizilor nucleici este un polianion cu o sarcina pe
unitate care are o densitate totald de sarcind negativa foarte mare; - varietatea bazelor este
mult mai redusa (patru baze azotate fatd de 20 de aminoacizi).

Consecintele acestor diferenfe sunt foarte importante pentru sistemele de
informatie geneticd. Intelegem astfel, de ce pentru codificarea aminoacizilor de citre
secventele nucleotidice nu este nevoie numai de o simpla echivalentd baza/aminoacid, ci
de un limbaj ternar format din ansambluri de trei baze adiacente a caror asociere

determind existenta a 64 de combinatii posibile, care stau la baza codului genetic.

1.2. Parametrii de marime ai moleculelor de acizi nucleici

Marimea acizilor nucleici se exprima prin trei tipuri de unitati:

- lungime;

- masa moleculard exprimata in Daltoni (Da);

- numar de nucleotide sau de baze ale acestora pentru monocatene (b) si in perechi
de baze (pb) daca molecula este constituitd din doua catene asociate. Multiplul cel mai

folosit este cel de kilobaze sau kilo-perechi de baze (1000 b sau 1000 pb).



Numarul nucleotidelor din structura ARN variaza de la mai multe zeci de baze la
mai multe mii de baze.

ARN ribozomal (ARNr) 100 - 5000 b

ARN de transfer (ARNt) 75-90b

ARN mesager (ARNm)  numarul de baze depinde de marimea genei copiate

Marimea ADN variaza 1n functie de regn si specie. Aceasta acopera toata gama de
la 5000 la mai mult de un milion de perechi de baze.

Metode de determinare a marimii acizilor nucleici

Metodele de determinare a marimii acestor macromolecule se bazeaza pe diferite
caracteristici i poate fi determinata prin mai multe metode:

1. Microscopie electronica: datoritd dimensiunilor lor acizii nucleici pot vizualizati
prin aceastd tehnica. Metoda se potriveste foarte bine moleculelor de ADN de marime
medie (cateva mii la 200000 pb).

2. Electroforeza: este o tehnica de separare a moleculelor in functie de masa lor
moleculara. Conditiille de densitate de sarcind asemandtoare, caracteristice pentru
electroforeza in SDS a proteinelor, sunt realizate In mod natural, de catre scheletul
pentozo-fosfat. De asemenea, dependenta logaritmica, distantd de migrare in functie de
marime, este bine respectata.

Pentru separarea moleculelor de acizi nucleici de diferite dimensiuni sunt folosite
geluri de agaroza cu porozitati variate. Pentru facilitarea estimarilor cantitative exista
colectii de polimeri ,,marcheri de masa moleculara” utilizati pentru etalonarea separarilor.
De altfel, aceasta metodd de separare este omniprezentd in manipuldrile de biologie
moleculara. Electroforeza se poate realiza si in geluri de poliacrilamida pentru situatiile in
care este necesara separarea moleculelor polinucleotidice mici sau oligonucleotidelor.
Prin electroforeza in gel de poliacrilamida este posibila identificarea unor fragmente care
diferd numai printr-un singur nucleotid. Din acest motiv tehnica este foarte utila in
secventializarea acizilor nucleici si in determinarea regiunilor de polimorfism normal sau
patologic determinat de existenta unor mutatii.

Moleculele ADN de marime mare sunt analizate si prin:



a) ultracentrifugare: fortele de frecare existente intre aceste molecule limiteaza
campul aplicatiilor molecule de pani la 1,5 x 10° pb. Prin aceastd tehnica pot fi separate
fragmente de ADN care au un continut diferit in guanind si citozind; ADN genomic
bacterian; ADN plasmidial; ARN total, diferite tipuri de ARN ribozomal, etc.

b) electroforeza in camp pulsatoriu (sau alternant). Prin aceasta tehnica care a fost
imaginata la inceputul anilor 1980, doud campuri electrice se aplica alternativ pe doua
directii diferite. Principul de separare se bazeaza pe viteza diferitd de reorientare a
moleculelor in momentul alternarii celor doud campuri electrice. Ele impun moleculelor
de ADN etape de reorientare diferite inainte de migrarea lor efectiva. Aceste etape de
reorientare sunt dependente de marimea moleculelor.

Hidroliza acizilor nucleici

Degradarea unui polinucleotid poate sa se refere la: 1) legatura fosfodiester atunci
cand se produce o depolimerizare; ii) unitatile nucleotidice daca se rupe legatura
glicozidica si se degradeazd componentele. In ambele cazuri hidroliza poate fi de natura

chimica sau enzimatica.

1.3. Hidroliza acizilor nucleici

Hidroliza chimica

Desi sunt printre cele mai stabile molecule, in conditii fiziologice celulare, acizii
nucleici prezinta totusi, in vitro, rezistente diferite la conditiile de pH si de temperatura.

Tratamentul acid afecteaza in mod similar cele doua tipuri de acizi nucleici. Astfel
sunt necesare conditii drastice pentru a degrada scheletul pentozo-fosfat (incalzire, acizi
concentrati). In aceste conditii celelalte legituri din structurd nu rezistd si obtinem un
amestec de fosfati, pentoze si baze azotate. Acest protocol, urmat de o fractionare
cromatografica, a fost una dintre tehnicile care au permis analiza compozitiei acizilor
nucleici. In conditii relativ blande (pH 4,0), se vor rupe numai legiturile N-glicozidice cu
purinele care sunt cele mai fragile. In acest caz, se obtine un derivat de acid nucleic

apurinic care prezintd interes pentru anumite analize.



Comportamentul ARN si ADN la hidroliza bazica este foarte diferit. ADN rezista
la valori extreme de pH bazic. La pH 13,0 si 37°C se inregistreazd aproximativ zece
scindari pe ora si pentru milion de punti fosfo-diester. Cu toate acestea, puntile
fosfodiester din ADN devin sensibile la hidroliza alcalind daca bazele sunt inlaturate sau
degradate. Aceasta proprietate este utilizatd in tehnica de secventializare chimica.

ARN este total hidrolizat in ribonucleotidele componente in citeva minute, la 37°C
si pH 11. Inca de la pH 8, se constati inceperea unei degradiri semnificative.

Diferenta dintre reactivitatea ARN si inertia ADN este data de existenfa gruparii
hidroxil din pozitia 2°. Deprotonarea sa in conditii alcaline produce un anion alcoxid,
puternic nucleofil care atacd gruparea fosfo-diester adiacenta. Absenta hidroxilului in 2’
din scheletul ADN este un factor determinant al stabilitatii sale chimice in conditii
celulare, normale sau agresive.

Hidroliza enzimatica

Enzimele care catalizeaza hidroliza legaturii fosfodiester din structura acizilor
nucleici, fosfodiesterazele, sunt numite si nucleaze. Acestea sunt prezente in toate celulele
si sunt foarte utile in metabolismul acizilor nucleici si proteinelor. O parte dintre a ceste
nucleaze sunt secretate de catre pancreasul exocrin, in intestin, si participa direct la
digestie hranei. Aceste enzime prezinta niveluri de specificitate comparabile cu cele ale
peptidazelor si proteazelor. Ele se pot clasifica in functie de:

a) modul lor de atac al catenei: - exonucleaze, enzimele care actioneaza la nivelul
extremitatii catenelor; - endonucleaze, enzimele care ataca in interiorul catenelor.

b) specificitatea lor fatd de substrat: - pentru tipul de acid nucleic: ribonucleaze
pentru ARN, deoxiribonucleaze pentru ADN si nucleaze pentru ambele; - pentru tipul de
structura: mono- sau dublu catenara.

c¢) specificitatea lor de recunoastere a situsurilor de actiune: - specificitate pentru
baze; - specificitate pentru secvente.

d) tipul de rupere a legaturii fosfodiester: - exonucleazele si endonucleazele de tip
d scindeaza extremitatea 5° si duc la formarea de 3’NMP; - exonucleazele si

endonucleazele de tip p scindeaza extremitatea 3’ si determina formarea S’NMP.



Descoperirea enzimelor de restrictie, in 1970, de catre W. Harber, H. Smith si D.
Nathans, a insemnat un pas gigantic pentru evolufia tehnicilor de biologie moleculara.
Acestea au permis inlaturarea principalului obstacol tehnologic privind manipularea
ADN, deoarece pot reduce intr-o manierd reproductibila, un genom intreg la o serie de
fragmente caracteristice pentru o specie data. Astfel, genele sau parti ale genelor devin
entitati fizice izolabile. Aceste enzime sunt responsabile pentru fenomenul de restrictie de
unde si numele lor.

Enzimele recunosc si taie secvente de baze cu structuri caracteristice de pe catena
ADN, numite palindroame, a caror lungime variaza intre 4 si 10 pb. Se observa ca
secventa de pe una din catene reprezinta palindromul secventei celeilalte catene. In urma
actiunii enzimelor de restrictie, se pot obtine capete coezive sau capete drepte pentru

fragmentele eliberate, in functie de pozitia situsurilor de scindare (Figura 5).

. GCTT —_— A AGCTT Capete
Fling 21! TTCGAA TTCGA A coczive
GGCC - GG cC Capete

A celee — L
Pst1 cTGc G —_— GTGOA G Cape_te
CGTC G ACGTC coezive

CCCGGG — cccC GGG Capete

oz | eeglccc GGG geg  reve

Figura 5: Exemple de enzime de restrictie si situsurile recunoscute de acestea.

I.4. Purificarea si evaluarea cantitativa a acizilor nucleici

Un procedeu clasic de purificare consta in tratarea solutiei apoase de acid nucleic
cu solutie fenolica care denatureaza proteinele. De obicei este folosit amestecul fenol-
cloroform care este destul de eficient. Dupa separarea fazelor prin centrifugare, este
recuperatd faza apoasa care constituie supernatantul si care contine acizii nucleici. Urmele

de fenol (care ar putea sd inhibe activitatea enzimelor din etapele urmatoare) sunt



eliminate printr-un nou tratament cu cloroform/alcool izopropilic. Dacad acizii nucleici
provin din extracte celulare, proteinele sunt in prealabil hidrolizate cu ajutorul unei
enzime proteolitice numita proteinaza K.

In ultimii ani au fost puse la punct procedee de purificare pe baza de rasini.
Reactivii sunt livrati sub forma de ,kituri” gata de intrebuintare simplificand mult
procesul de purificare si crescand adesea randamentul acestuia.

Metode spectrofotometrice

Determinarea absorbtiei in ultraviolet cu ajutorul unui spectrofotometru permite
verificarea purititii unei solutii de ADN sau ARN. In urma determinarii densitatii optice
se va obtine un semnal la 260 nm. Pentru estimarea puritdfii este necesara calcularea
raportului densitatilor optice la 260 nm/280 nm care, in mod normal, trebuie sa fie cuprins
in intervalul 1,8-2,0. in cazul ADN, un raport mai ridicat indicd o contaminare cu ARN.
Daca exista o contaminare cu proteine (280 nm), raportul va fi net inferior valorii de 1,8.

Concentratia acizilor nucleici poate fi apreciata astfel:

unitatea DO (260 nm) = 50 ng/ul pentru ADN dublu-catenar

unitatea DO (260 nm) = 40 ng/ul pentru ADN monocatenar

unitatea DO (260 nm) = 30 ng/ul pentru ARN

Determinarea secventei primare a acizilor nucleici

Strategia curentd de secventializare a acizilor nucleici este formata din trei etape,
conforme cu principiile comune de analiza a polimerilor:

a) acidul nucleic este intotdeauna prea lung pentru a fi secventializat direct si
trebuie fractionat in fragmente repetabile de marime adecvatid. Acestea sunt separate,
fiecare fiind apoi supus secventializarii;

b) prin scindarea diferita a fragmentului de secventializat, se produc amestecuri de
segmente de oligonucleotide, de diferite lungimi care se suprapun;

c) separarea si identificarea componentelor fiecaruia dintre aceste amestecuri si
apoi compararea lor in scopul reconstituirii secventei initiale a fragmentului.

Inceputurile in secventializarea acizilor nucleici au fost tributare modalitatilor de

scindare si de fractionare a oligonucleotidelor. Inainte de 1970 cercetitorii nu dispuneau



nici de endonucleaze si nici de modalitdfi de scindare echivalente degradarii Edman.

Secventializarea realizati pentru ARNt*®

a constat Tn scindarea partiald cu ajutorul
ribonucleazelor T1 si A, suprapunerea fragmentelor obtinute Tn urma actiunii secventiale
a unei exonucleaze si analiza produsilor obtinuti prin cromatografie.

Anii 1970 marcheaza descoperirea endonucleazelor de restrictie si primele realizari
ale tehnicilor de biologie moleculara, printre care si clonarea care permitea multiplicarea
moleculelor de ADN disponibile.

La baza evolutiei ulterioare a secventializarit ADN au stat doua metode. Diferenta
dintre cele doua constd in modul de obtinere a ansamblurilor de fragmente: una din
metode se bazeazd pe scindarea chimicd (metoda introdusa de A. Maxam si W. Gilbert),
cealalta se inspird din procesul de replicare si se bazeaza pe tehnologia sintezei
enzimatice (metoda Sanger).

Cu toate ca metoda Maxam si Gilbert a cedat de mult locul metodei Sanger, pentru
care la ora actuald existd numeroase variante, confruntarea dintre cele doud conceptii
ramane interesanta.

Metoda ,,dideoxi” a lui F. Sanger

Sanger, pionierul secventializdrii insulinei, a conceput o metodd geniald de
secventializare care se bazeaza pe principiul replicarii. Analiza structurii ADN si a rolului
sau in exprimarea genelor a fost usurat enorm de punerea la punct a acestei tehnici de
secventializare. Esenta tehnicii de secventializare a ADN, propusda F. Sanger si
colaboratorii, a constituit-o generarea de fragmente a caror lungime era dependenta de
ultima baza din structura secventei. Colectii de astfel de fragmente au fost generate prin
intreruperea controlatd a sintezei enzimatice. Aceasta tehnicd s-a impus in fata celorlalte
tehnici de secventializare datorita simplitatii sale.

Initial, fragmentul care urmeaza a fi secventializat (matritd), este denaturat, pentru
obtinerea de monocatene, si adus in contact cu un primer. Hibridizarea primerului cu
matrita monocatenara permite inifierea actiunii ADN polimerazei, in prezenta substratelor
nucleotidice dNTP. In fiecare dintre cele in patru loturi se adiugi o mici cantitate dintr-

un 2’-3’dideoxinucleotid trifosfat (ddNTP) diferit, analog cu una dintre nucleotide.



Incorporarea acestui analog, in locul unei nucleotide normale, blocheazi alungirea
datorita lipsei hidroxilului din pozifia 3’ terminala. Din acest considerent ddNTP au fost
denumite molecule terminatoare de catena (Figura 6). Concentratia lor este destul de mica

pentru a opri sinteza numai ocazional.

HO-CH, HO-CH,

1 , J 1
HO H H H
Deoxinucleotid Dideoxinucleotid

Figura 6: Structurile deoxi- si dideoxinucleotidelor.

Ulterior, prin electroforeza in gel de poliacrilamida sau prin electroforeza capilara,
se realizeaza separarea fragmentelor din cele patru loturi. Marimea diferita a fragmentelor
este datorata opririi copierii catenei matrifd la un anumit nivel, corespunzator fiecaruia
dintre cele patru tipuri de ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP si ddTTP).

Aceastd metodad ingenioasa i-a permis lui F. Sanger, in 1977, sa stabileasca prima
secventa completd de 5386 baze a bacteriofagului ®X174. Total automatizata ulterior,
tehnica a permis descifrarea completd a genoamelor multor organisme procariote si
eucariote si a fost folositd cu succes in amplul proiect de secventializare a genomului
uman. Secventializarea clasica a acizilor nucleici inventata de Sanger are la ora actuald o
serie de variante care au facut-o sd se impuna ca singura alternativa viabila de determinare
a secventei acizilor nucleici.

La ora actuala se folosesc primeri sau dideoxinucleotid trifosfati marcati
fluorescent ce conduc la obfinerea unor fragmente a caror separare se realizeaza prin
electroforeza in gel de acrilamida sau prin electroforeza capilard. Marcarea fluorescenta
ofera posibilitatea combinarii amestecurilor de reactiei urmata de separarea electroforetica
a ansamblului. Benzile obtinute pot fi detectate independent in functie de reactivul

fluorescent cu care au fost marcate. Folosirea marcarii fluorescente si evolutia interesanta



a sistemelor de detectare si a programelor de interpretare a rezultatelor a permis

automatizarea tehnicii si extinderea aplicatiilor acesteia.

L.5. Proprietatile fizico-chimice ale acizilor nucleici

Pentru a extrage acizii nucleici §i pentru a le evalua masa moleculara, sunt utilizate
anumite proprietati determinate de natura fibroasa si de marimea ADN si anume:

a) sarurile de sodiu ale acizilor nucleici sunt solubile in apa si dau solutii cu
vascozitate ridicata;

b) alcoolii, dintre acestia cel mai folosit este etanolul, sunt utilizati pentru
precipitarea acizilor nucleici din solutie;

c) densitatea acizilor nucleici este destul de mare pentru a permite separarea lor
prin ultracentrifugare. Centrifugarea in gradient de densitate la echilibru permite
determinarea masei moleculare si evaluarea continutului in G/C.

Dintre proprietatile datorate compozitiei retinem:

a) Caracterizarea si dozarea ADN pentru continutul in deoxiriboza. Hidroliza acida
partiald la cald inlaturd purinele demascand resturile de 2-dezoxiriboza. O fractiune
suficientd dintre deoxiriboze atasate pe schelet, sub forma lor furanozica, sunt convertite
in forma aldehidicd care poate reactiona cu reactivul Schiff si il recoloreaza. Produsul
obtinut precipita pe scheletul macromoleculei si poate fi cuantificat spectrofotometric.

b) Absorbtia in UV a ADN la 260 nm datoritd continutului lui in baze. Aceasta
absorbtie este de aproximativ 30 de ori mai importantd decat a proteinelor cu o
concentratie egald, dar totusi inferioara bazelor libere.

Denaturarea acizilor nucleici

Procesul denaturarea reprezintda o alterare a structurii spatiale a unei
macromolecule fara ruperea legaturilor covalente. Denaturarea i renaturarea termica a
ADN sunt pe de o parte modalitati de studiu ale acestor molecule dar si unelte necesare in

manipularea acestora.



Fenomenul de denaturare se manifesta la incalzirea unei solutii de ADN. Acest
fenomen este insofit de modificari spectaculoase ale proprietatilor fizice cum ar fi
pierderea vascozitatii si amplificarea absorbtiei in UV. Efectul de hipercromicitate este o
modificare foarte importanta si informativa pentru studiul fenomenului de denaturare. Din
stare nativa, dublu catenard, molecula trece in stare denaturata prin ruperea legaturilor de
hidrogen si a contactelor Van der Waals care asigurd stivuirea. Temperatura separd
complet sau incomplet cele doud catene care isi pierd forma elicoidala si adoptd o
conformatie statistica aleatoare. In aceste conditii creste absorbtia in UV a bazelor care
pana 1n acel moment erau mascate.

Un factor important este concentratia in saruri a mediului, un factor extrinsec care
are efect protector spectacular. lonii minerali neutralizeaza sarcinile scheletului fosfat si
anuleaza repulsiile electrostatice care destabilizeaza dublul helix. De retinut ca in apa
purd ADN se poate denatura la temperatura ambianta.

Fenomenul de renaturarea se refera la restaurarea starii initiale de dubla catena,
plecand de la ADN denaturat. Succesul acestei renaturari depinde de conditiile de mediu
(pH, tarie ionica), de starea mai mult sau mai putin avansatd a denaturarii; de protocolul
adoptat pentru revenirea la temperatura nedenaturanta.

Procesul de denaturare/renaturare parcurge diferite etape in functie protocolul
utilizat:

a) daca solutia este racita prea repede, timpul de cdutare al catenelor
complementare este prea scurt, iar moleculele sunt ,,inghetate” in starea imperfecta de
cupluri inter- si intramoleculare;

b) dacad solutia este racita treptat s-a observat, din contrd, o revenire gradata la
proprietatile caracteristice structurii bicatenare. Acest fenomen are loc deoarece este
asiguratd durata necesara pentru explorarea bazelor prezente pe cele doua catene. Aceste
conditii au fost denumite ,,de anelare” sau ,,annealing”.

Daca se porneste de la o solutie complet denaturata, reimperecherea se realizeaza
in doua etape de cinetica diferite: in prima catenele separate se intalnesc la intamplare si o

scurta regiune se poate imperechea pe baza de complementaritate si forma inceputul unei



duble elice. In a doua etapd, plecand de la aceste puncte de initiere a procesului,
imperecherile se vor efectua foarte rapid, dupd modelul inchiderii unui fermoar,
impunand structura de dublu helix pe toata lungimea moleculei.

Denaturarile si renaturarile sunt etape cheie pentru numeroase tehnici de biologie
moleculara. Hibridizarea, etapd tehnicd foarte importantd, presupune formarea de
duplexuri artificiale intre ADN din diferite surse sau intre ADN si ARN.

Regiunile de ARN al caror lant monocatenar se repliaza pentru a forma o structura
de dublu helix prezintd acelasi fenomen de denaturare, dar aceste duplexuri ARN sunt
mult mai stabile.

Existd o serie de alti factori care au actiune denaturantd asupra ADN. Astfel,
valorile extreme de pH dezorganizeaza imperecherile modificand ionizarea grupelor de
baze.

Tratamentul alcalin este o metodd importantd care este folosita in tehnicile de
biologie moleculard pentru denaturarea ADN. Prin aceasta se separa rapid catenele fara a
se produce degradare. Este o modalitate reversibila de a obtine molecule de ADN
monocatenare care sunt foarte utile etapelor de hibridizare din tehnicile Southern si
Northern blotting.

Compusii organici ca aldehida formica, formamida, ureea, au capacitatea de a
stabili legaturi de hidrogen si sunt utilizati in ca agenti denaturanti in tehnicile de separare
a ADN. Faptul ca actiunea lor necesitd accesibilitatea grupelor de baze implicate in
imperecheri a condus la conceptia unei structuri dinamice pentru ADN, in care exista
regiuni care se desfac tranzitoriu si monocatene care se reimperecheazi. In ADN linear,
desfacerea spontand a bazelor este totusi rara la temperaturi fiziologice.

Trebuie sa retinem ca in vivo probabilitatea de denaturare a ADN 1n conditii de pH,
fortd ionica si temperatura celulard este minima. Cu toate acestea existenta procesului
activ de imperechere partiald este obligatoriu pentru replicare si transcriptie. De
asemenea, proteinele care se leagda la ADN inhiba, pentru cea mai mare parte,
denaturarea. Cu toate acestea, in functie de starea fiziologicda a celulei, numeroase

proteine destabilizeaza dubla elice.



I.6. Transmiterea informatiei genetice — procesul de replicare

ADN este supus unor procese celulare esentiale (replicari, reparari, rearanjari si
recombindri) catalizate de enzime si care asigurd transmiterea corectd, conservarea i
unicitatea informatiei genetice a fiecarui individ.

Replicarea ADN, un proces fundamental care are loc in celulele organismelor vii si
std la baza ereditatii biologice. Prin acesta se realizeaza copierea, mai precis duplicarea,
moleculelor de ADN. Replicarea este semiconservativda, deoarece o molecula de ADN
este duplicatd (replicatd) prin polimerizarea unei noi catene complementare pe fiecare
dintre vechile catene ale dublei helice de ADN. Fiecare din acestea devine un model
pentru sinteza unei noi catene complementare, rezultind doud molecule ADN identice.

Replicarea este bidirectionald. Practic, in momentul replicarii unei molecule de
ADN, catenele sale sunt departate pentru a forma una sau mai multe furci de replicare in
forma literei Y. Enzima ADN polimeraza, care se pozitioneaza la nivelul fiecarei furci,
este responsabila de sinteza noii catene de ADN complementare cu fiecare din catenele
parentale. Replicarea ADN 1incepe la nivelul mai multor situsuri cromozomiale specifice
numite origini de replicare. In functie de organism, originile de replicare sunt segmente de
ADN unice care contin mai multe unitati repetitive scurte care sunt recunoscute de
proteine multimere denumite “Origin Binding Proteins”.

Polimerazele care realizeaza sinteza unor noi molecule ADN necesitd asocierea cu
un complex multiproteic de inifiere a reactiei de polimerizare nucleotidica. Toate ADN
polimerazele cunoscute au numai capacitatea de a elonga o catena preexistentd de ADN
sau de ARN si sunt incapabile sa inifieze sinteza de novo a unei noi catene. Din acest
motiv in complexul multiproteic de initiere existd enzime, numite primaze care realizeaza
sinteza unui primer complementar la nivelul fiecarei origini de replicare. De asemenea,
polimerazele pot cataliza numai reactia de adaugare de nucleotide la capatul 3'-hidroxil al
catenei in formare determinand cresterea lantului numai in directia 5'-3'.

In acest context, numai una dintre catenele furcii de replicare, cea directa, poate fi

sintetizata continuu. Sinteza celeilalte catene, denumita intarziata, necesitd mai multi



primeri si este sintetizata discontinuu de polimeraza, sub forma unor fragmente scurte de
ADN, numite fragmente Okasaki, care sunt ulterior conectate cu ajutorul ADN ligazei
pentru a obtine o singura catena continua.

Replicarea ADN necesitd cooperarea mai multor proteine, care constituie 0 magina
de replicare multienzimatica la nivelul furcii de replicare, responsabila de sinteza ADN.
ADN polimeraza realizeaza replicarea unei matrite ADN cu o remarcabild fidelitate,
inregistrand mai putin de o eroare pentru fiecare 109 baze parcurse. Acest lucru este
posibil deoarece enzima elimind propriile sale erori de polimerizare deplasandu-se in
lungul ADN (etapa de “proofreading” sau de autocorectare a greselilor).

Activitatea de corectare/editare pe care o realizeazd ADN polimeraza face ca
enzima sd fie incapabild sa realizeze sinteza de novo a unei noi catene ADN. Sinteza
ADN este amorsatd de catre o ARN polimeraza, numitd primaza, care sintetizeaza
fragmente scurte de ARN numite primeri care sunt apoi (la sfirsitul procesului) inlaturate
si inlocuite cu fragmentele similare de ADN.

Rarele erori de copiere care scapa masindriei de replicare si editare a ADN si
leziunile determinate de catre reactiile chimice care modifica nucleotidele in ADN sunt
identificate si corectate de sistemele proteice de reparare a neimperecherilor. Acestea
controleaza secventele de ADN nou sintetizate sau pe cele afectate de modificari si repara
erorile de copiere. Leziunile ADN datorate reactiilor chimice si radiatiillor UV sunt
corectate de diferite enzime care recunosc ADN modificat si excizeaza un fragment scurt
din catena care il contine. Secventa de ADN inlaturata este resintetizata de catre o ADN
polimeraza de reparare, care foloseste drept matrifd catena fara leziuni. ADN ligaza

sudeaza fragmentele de ADN pentru a completa procesul de reparare.

I.7. Exprimarea informatiei genetice — transcriptia

Procesul prin care o gend conduce producerea unei gene este numit expresie

genica. Genele sunt exprimate prin transcriere din ADN in ARNm si prin traducerea



acestuia in proteine. Nivelul de expresie al unei gene este fin acordat de o serie de
mecanisme de control corelate permanent cu nevoile temporale ale fiecarei celule.

Atat celulele procariote cat si cele eucariote posedd mecanisme, pe de o parte
comune si pe de altd parte distincte, pentru reglarea expresiei genelor si a fluxului de
informatie de la ADN la proteine. Transcriptia ADN realizatd de ARN polimeraze
constituie prima etapd, comuna la toate organismele.

La celulele procariote, ribozomii se fixeaza pe molecula de ARNm, in curs de
sinteza si realizeaza traducerea imediata a informatiei in proteine, la nivelul citoplasmei.

Din contra, la eucariote, membrana nucleard separa locul in care se realizeaza
transcriptia de cel in care are loc traducerea. Transcriptul primar, ARNm imatur, contine o
succesiune de secvente netraduse, numite introni, care vor fi eliminate prin procedeul de
scindare a intronilor si sudare a exonilor (,,splicing”) in procesul de maturare a ARNm. In
urma acestei etape, localizatd Tn nucleu, ARNm trece in citoplasma unde este tradus.
Maturarea ARNm prin ,,splicing” conferd celulei eucariote posibilitatea diversificarii
informatiei prin combinarea alternativa a exonilor.

Genele procariote si eucariote sunt structurate dupa aceeasi logica de baza, dar cu
diferente importante in detaliile moleculare. O definitie sintetica a unei gene eucariote
poate fi utila pentru a rezuma esenta acestor diferente. Este general admis cd o singura
definitie datd genei eucariote nu poate satisface pe toatd lumea sau nu poate corespunde
tuturor exemplelor practice. Definitia adoptata de noi este rezultatul structurii moleculare
a genelor si tine cont de diferentele de localizare si de tipurile de secvente care
influenteaza expresia genelor.

Astfel, definim gena ca fiind o combinatie de segmente de ADN care, impreuna,
constituie o unitate de expresie, o unitate care determind formarea unui produs specific si
functional care poate fi o0 moleculd de ARN sau un polipeptid. Segmentele de ADN care
definesc gena includ:

1. Unitatea de transcriptie care este constituitd dintr-un segment ADN continuu
care codifica pentru secventa transcriptului primar. Acesta contine secventa codantd a

ARN matur sau a proteinei produse, intronii si secventele inceput 5° si coada 3’ prezente



la nivelul ARNm matur ca si secventele de separare care sunt eliminate in timpul
maturarii transcriptilor primari care codifica pentru molecule de ARN.

2. Secventele minimale necesare pentru inifierea corectd a transcriptiei
(promotorul) si pentru a da nastere extremitatii 3° particulare din structura ARN matur.

3. Elementele secventei care determind frecventa de initiere a transcriptiei. Acestea
cuprind secventele responsabile de inducerea si represia transcriptiei si de specificitatea
celulara, tisulara si temporald a transcriptiei. Aceste regiuni sunt foarte variate structural,
ca pozitie si ca functie pentru a putea purta un singur nume. Dintre acestea enumeram
elementele activatoare (enhancers) si elementele moderatoare (silencers), care sunt
secvente ce influenteaza inifierea transcriptiei la distantd, independent de localizarea lor in
raport cu situsul de initiere.

In aceasti definitie a genei nu sunt incluse secventele ADN care influenteaza
configuratia unei gene 1n cromatind si nici cele care codifica proteine sau ARN care
moduleazad expresia unei anumite unitati de transcriptie.

Controlul vitezei de transcriptie la eucariote nu este complet inteles. Datorita
marimii genomului eucariotelor, este necesard o selectivitate crescutd a utilizarii ARN
polimerazei la transcrierea genelor decat la ADN necodant (non-coding DNA). O
transcriptie eficienta necesitd, de reguld, ca doud sau mai multe proteine diferite sa se lege
in pozitii apropiate Inceputului transcriptiei. Anumite pozitii de legaturd numite
intensificatori pot fi pot fi localizate la aproximativ 3kb de la inceputul transcriptie si
activarea lor poate creste viteza de transcriptie de o sutd de ori (transcrierea este un proces
rapid de ordinul 60 nucleotide pe secundd). Intensificatorii se pot intinde atat inainte cat si
dupa startul transcrierii si pot exista mai multi intensificatori care sd afecteze o singura

gena.



CAPITOLUL II
METODE DE IZOLARE SI PURIFICARE ALE ACIZILOR NUCLEICI

II.1. Izolarea ADN genomic total din tesut vegetal folosind metoda cu

SDS/Acetat de potasiu

Principiul metodei

Metoda este folosita pe scara larga pentru realizarea extractiei de ADN din tesuturi
vegetale proaspete. Sodiu dodecil-sulfat (SDS), un detergent neionic, este utilizat pentru a
elibera acizii nucleici din celuld. Moleculele de ARN din extract sunt indepartate prin
utilizarea ribonucleazelor, iar contaminantii proteici eliminati cu ajutorul proteinazei K.
Precipitarea ADN se realizeaza utilizdnd etanol, iar indepartarea totala a contaminangilor
se va face dupa etapa de spalare a ADN cu etanol 70%. Realizarea practica a metodei este
relativ simpla si se poate adapta pentru cantitati variate de material vegetal.

Material biologic: diferite tipuri de tesut vegetal cum ar fi frunze sau seminte.
Probele trebuie sa fie proaspete si inghetate pe azot lichid.

Reactivi si aparatura: i) tampon de extractie: 100 mM TRIS (pH 8), 50 mM
EDTA (pH 8), 500 mM NaCl. Reactivul se stocheaza la temperatura camerei si este stabil
o perioadd indelungata; ii) solutie SDS 20%; iii) solutie acetat de potasiu 5 M; 1v) solutie
NaCl 5 M; v) solutie ribonucleazd 20 mg/ml; vi) solutie proteinazd K; vii) etanol 100% si
70%; viii) 1izopropanol 100%; ix) tampon salin TRIS-EDTA (TE): 1 mM TRIS-HCI (pH
8), 0,1 mM EDTA (pH 8). Reactivul se stocheaza la temperatura camerei si este stabil o
perioada indelungatd; x) 2-mercaptoetanol (2-ME); xi) amestec 24:1 (v/v) cloroform
alcool izoamilic; xii) apa ultrapura: apa purificatd, deionizata si lipsitd de nucleaze; xiii)

termobloc; xiv) agitator; xv) microcentrifugd; xvi) omogenizator sau mojar steril.

Mod de lucru

1. Tesutul vegetal inghetat pe azot lichid este omogenizat sau mojarat panad la



obtinerea unei paste omogene.

2. Intr-un tub de centrifuga de 2 ml se adaugi: 300 mg omogenat, 900 pl tampon
de extractie (la care se adaugd extemporaneum [-mercaptoetanol pana se ajunge la o
concentratie de 2% -v/v- a acestuia) si 80 ul SDS (20%).

3. Amestecul se agita puternic si se incubeaza 10 minute la 65°C.

4. Dupa adaugarea a 300 pl acetat de potasiu 5 M, amestecul este plasat 20 minute
pe gheata.

5. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 10 minute, la 4°C.

6. Supernatantul este transferat intr-un tub de centrifuga nou si se adauga un volum
egal de alcool izopropilic. Se amesteca usor prin inclinarea tubului si se plaseaza
amestecul 30 de minute pe gheata.

7. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 10 minute, la 4°C.

8. Supernatantul se arunca si peste sediment se adauga 100 pl solutie TE incalzita
la 65°C. Se amesteca puternic pana cand sedimentul se dizolva complet.

9. Dupa adaugarea a 10 pl solutie ribonucleaza se incubeaza 60 de minute la 37°C.

10. Se adauga un volum egal de amestec de cloroform:alcool izoamilic 24:1 si se
omogenizeaza prin inversia tubului timp de 5 minute.

11. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C.

12. Se adauga 10 pl proteinaza K si se incubeaza 60 de minute la 37°C.

13. Se adauga un volum egal de amestec cloroform:alcool izoamilic 24:1 si se
omogenizeaza prin inversia tubului timp de 5 minute.

14. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C.

15. Supernatanul se transfera intr-un tub de microcentrifugad nou si se adauga peste
acesta doud volume de etanol 100% si 72 volume de solutie NaCl 5 M. Se omogenizeaza
energic timp de 20-30 de secunde.

16. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C.

17. Supernatantul este inlaturat prin inversia tubului, iar peste sediment se adauga
etanol 70%. Se spala prin agitare usoard, timp de 30-60 minute.

18. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C.



19. Etanolul este indepartat prin inclinarea tubului. Sedimentul se lasa la uscat timp
de 15-20 minute la 37°C in curent de aer.
20. Sedimentul uscat este resuspendat intr-un volum adecvat de apa ultrapura sau

de tampon TRIS-EDTA.

I1.2. I1zolarea ADN genomic total din tesut vegetal folosind metoda cu CTAB

Principiul metodei

Acest procedeu este folosit pe scard largd pentru realizarea extractiei de ADN din
diverse surse vegetale. Inifial, protocolul de extractie a fost folosit la bacterii (Jones,
1953), ulterior el fiind adaptat la plante (Murray and Thonpson, 1980).

Bromura de cetil-trimetil-amoniu (CTAB), care este un detergent neionic, este
utilizat In acest caz pentru a elibera acizii nucleici din celula si, ulterior, pentru a forma un
complex insolubil cu acestia, la concentratii de NaCl sub 0,5 M. In acest timp,
polizaharidele, compusii fenolici si altii contaminanti specifici plantelor vor precipita si
vor putea fi indepartati. Complexul acizi nucleici-CTAB este solubil numai in solutii
saline concentrate. Prin cresterea treptata a concentratiei de NaCl, complexul disociaza si
CTAB poate fi indepartat.

Precipitarea ADN se realizeaza utilizdnd izopropanol, iar indepartarea totala a
CTAB se face dupa etapa de spalare a ADN cu etanol. Cantitatea de ADN care poate fi
obtinutd variaza intre 100 si 500 pg per gram de tesut vegetal initial. Cele mai mari
cantitdfi se obtin In cazul tesuturilor proaspete care au fost in prealabil inghetate pe azot
lichid. Realizarea practica a metodei este relativ simpla si se poate adapta pentru cantitati

variate de material vegetal.

Material biologic: diferite tipuri de tesut vegetal cum ar fi frunze, seminte,
cotiledoane, polen. Probele pot fi proaspete, liofilizate, deshidratate sau inghetate pe azot
lichid.

Reactivi si aparatura: 1) solutie de extractie CTAB: 2% CTAB, 100 Mm TRIS-



HCI (Ph 8), 20 Mm EDTA (pH 8), 1,4 M NaCl. Reactivul se stocheaza la temperatura
camerei §i este stabil pe o perioada indelungatd; ii) solutie de precipitare CTAB: 1%
CTAB, 50 Mm TRIS-HCI (pH 8), 10 Mm EDTA (pH 8). Reactivul se stocheaza la
temperatura camerei si este stabil o perioada indelungata; iii) tampon salin TRIS-EDTA
(TE): 10 Mm TRIS-HCI (Ph 8), 0,1 Mm EDTA (pH 8), 1 M NaCl. Reactivul se stocheaza
la temperatura camerei §i este stabil pe o perioada lungd; iv) 2% (v/v) 2-mercaptoetanol
(2-ME); v) solutie CTAB/NaCl: 10% CTAB 1n solutie 0,7 M NaCl; vi) amestec 24:1 (v/v)
cloroform:octanol sau cloroform alcool izoamilic; vii) etanol 80%; viii) izopropanol
100%; ix) apa ultrapura; x) agitator; xi) microcentrifuga; xii) omogenizator sau mojar

steril.

Mod de lucru

1. Tesutul vegetal inghetat pe azot lichid este omogenizat sau mojarat pana la
transformarea in pulbere fina si apoi este transferat intr-un tub de microcentrifuga.

2. La solutia de extractie CTAB se adauga 2-mercaptoetanol intr-un volum adecvat
astfel incat concentarfia finald a acestuia sa fie de 2%. Solutia proaspat obtinuta este
incalzita la 65°C. De asemenea se incilzeste si solutia CTAB/NaCl.

3. Peste tesutul vegetal proaspat pulverizat se adaugd tampon de extractie 2-
ME/CTAB si solutie CTAB/NaCl. Amestecul se vortexeaza foarte puternic panda la
omogenizarea completd. Se incubeazi intre 10 si 60 de minute la 65°C. Pentru obtinerea
unei cantitdti crescute de ADN este necesar un timp de 60 de minute. Pentru fiecare 100 mg
de tesut vegetal proaspat se adauga cate 400 ul de tampon 2-ME/CTAB si cate 50 ul de
solutie CTAB/NaCl. In cazul folosirii unor tesuturi deshidratate, liofilizate sau uscate (ex.
seminte), tamponul de extractie 2-ME/CTAB trebuie diluat 1:1 cu apa ultrapura.

4. Se adaugd un volum egal de amestec cloroform: octanol sau cloroform: alcool
izoamilic 24:1 si se vortexeaza puternic.

5. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C. Se recupereazi faza apoasi

superioara si se transfera Intr-un tub curat.



6. Se adaugd un volum de 1/10 solutie CTAB/NaCl din cantitatea totald recuperata
peste faza apoasd. Se amesteca energic prin inversia tubului.

7. Dupa adaugarea unui volum egal de amestec -cloroform:octanol sau
cloroform:alcool izoamilic 24:1 se vortexeaza puternic.

8. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 5 minute, la 4°C. Se recupereazi faza apoasi
superioara si se transfera Intr-un tub curat. Aceasta poate avea o culoare galben-maronie.

9. Se adauga exact un volum de solutie de precipitare CTAB si se amesteca energic
prin inversie. ADN precipitat trebuie sa devind vizibil in solutie. Daca acest lucru nu se
observi se incubeaza amestecul 30 minute la 65°C.

10. Centrifugare la 2000-3000 rpm, 5 minute, la 4°C. Viteza de centrifugare nu
trebuie crescutd foarte mult deoarece sedimentul va fi foarte greu de resuspendat. Daca
sedimentul nu este vizibil se adaugad inca 1/10 solutie de precipitare CTAB din volumul
total si se incubeaza intre 1 si 12 ore, la 37°C. Ulterior se repeti etapa de centrifugare.

11. Supernatantul se reia intr-un tub curat de microcentrifugd si este pastrat.
Sedimentul este resuspendat in tampon salin TRIS-EDTA (se adauga intre 0,5 si 1 ml de
tampon salin pentru fiecare gram de material vegetal supus extractiei). Daca sedimentul nu
se resuspenda se trece la o incubare timp de 30 de minute la 65°C si se reia operatia pani la
resuspendarea totala.

ATENTIE: Este posibil ca ADN sd se regdseascd in supernatant. In acest caz
etapele ulterioare se vor continua folosind supernatantul. Pentru a verifica prezenta ADN
in supernatant este recomandata citirea absorbantei acestuia la 260 nm.

12. ADN este precipitat prin adaugarea unui volum egal de izopropanol rece. Se
omogenizeaza bine continutul prin agitarea tubului.

13. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 15 minute, la 4°C. Izopropanolul este
indepartat prin inclinarea tubului.

14. Sedimentul obtinut se spald cu 1 ml etanol 80%, 60 de minute prin agitare.

15. Centrifugare la 8000-11000 rpm, 15 minute, la 4°C. Etanolul este indepartat prin
inclinarea tubului. Sedimentul se lasa la uscat timp de 15-20 minute, la 37°C, in curent de

acr.



OPTIONAL: Pentru o mai buna spalare a ADN si pentru indepartarea totala a
CTAB se repeta etapele 14-15.
16. Sedimentul uscat este resuspendat intr-un volum adecvat de apa ultrapura sau de

tampon TRIS-EDTA.

I1.3. Izolarea ADN din tesut animal cu fenol-cloroform (metoda Taggart)

Principiul metodei

Acest protocol descrie una dintre cele mai simple metode de extractie si purificare
de ADN genomic.

Izolarea ADN se realizeazd avand la bazi un proces de extractie in trei etape. In
prima etapa are loc liza celulelor si a nucleelor acestora intr-o solutie continand detergent
si EDTA. Concomitent are loc clivarea enzimatica a proteinelor folosind proteinaza K sau
amestecuri de enzime proteolitice. Eliminarea ARN din extractul de acizi nucleici se
realizeaza cu ajutorul unei solutii de ribonucleaza.

In etapa urmitoare sunt precipitate proteinele folosind un amestec de solventi
organici (fenol/cloroform/alcool izoamilic), in timp ce ADN genomic este extras in
solutie. Fenolul realizeaza o denaturare foarte eficienta a proteinelor, solubilizandu-le
ulterior in faza organica. De asemnea, cloroformul este un agent denaturant al proteinelor
destul de eficient. Totodata el are si proprietatea de a stabiliza interfata instabild dintre
faza apoasa si cea fenolica, separate prin centrifugare. Amestecul fenol-cloroform are si
rolul de a reduce cantitatea de solutie apoasa retinuta la nivelul fazei organice, realizand
astfel concentrare a ADN si deci o crestere a randamentului de extractie. Alcoolul
1zoamilic previne amestecarea celor doud faze, organica si apoasa.

In ultima etapa, ADN este concentrat si desalifiat prin precipitare cu etanol absolut.
In pezenta unei concentratii relativ crescute de cationi monovalenti (intre 0,1 si 0,5 M),
etanolul induce o modificare conformationald a ADN, aceasta cauzdnd agregarea si

precipitarea ADN din solutie. Precipitarea cu etanol absolut este extrem de eficienta



pentru concentrarea ADN si pentru eliminarea reziduurilor de fenol si cloroform din
solutia apoasa deproteinizata.

In final, sedimentul de ADN este spilat cu etanol 70% pentru a inlitura total
sarurile si moleculele organice mici iar apoi este resuspendat intr-un volum adecvat de
tampon sau apa.

Pasul de spalare cu etanol 70% se realizeaza datoritd faptului cd majoritatea

sarurilor si unele molecule organice mici sunt solubile n aceasta solutie.

Material biologic: probe biologice provenite din diferite tesuturi: ficat, muschi,
aripioara inotatoare, etc.

Reactivi si aparatura: 1) EDTA 0,2 M; i1) N-lauroylsarcozinat de sodiu 5%; iii)
pronaza 20 mg/ml; iv) ribonucleazda 2 mg/ml; v) fenol redistilat (pH 8); vi) amestec
cloroform:alcool izoamilic 24:1; vii) etanol absolut si 70%; viil) apa ultrapurd; ix)
agitator; X) microcentrifuga; xi) termobloc.

ATENTIE: Fenolul este toxic §i poate cauza arsuri sau iritatii in zonele de contact

cu acesta.

Mod de lucru

Ziua I

1. Intr-un tub de microcentrifugi de 2 ml se adaugi 350 ul EDTA (etilen diamin-
tetraacetic acid, tetrasodic x 2 H,O) 0,2 M, 800 ul N-lauroylsarcozinat de sodiu 0,5% si
25ul pronaza sau proteinaza K 20 mg/ml.

2. Se adauga tesut 1n fiecare tub (50 mg aripioara inotatoare/ 20 mg ficat/ 100 mg
tesut muscular).

3. Dupa amestecarea usoara, se incubeaza peste noapte, 15-16 ore, la 37°C.

Ziua I1

1. Se adauga 10 pl de ribonucleaza in fiecare tub, se amesteca si se incubeaza la

37°C timp de o ora.



2. In fiecare tub se adaugi 400 pl fenol redistilat (pH 8), se agitd puternic
aproximativ 20 secunde si mult mai usor timp de 10 minute (prin inversia repetatd a
tubului sau prin vortexare la viteza mica).

3. Se adauga 400 pl cloroform:alcool izoamilic (24:1) in fiecare tub. Se agitd
puternic timp de 20 secunde si mult mai usor timp de 10 minute.

4. Se centrifugheaza tuburile la 13400 rpm timp de 3 minute.

5. Cu o pipetd automatd, se indeparteaza, cu atentie, stratul apos superior si
continutul se transfera intr-un tub nou.

6. OPTIONAL: Se repeta etapele 3, 4, 5 pe faza superioara nou transferata.
Pentru a extrage ADN de calitate superioara §i pentru a asigura o deproteinizare
eficientd este recomandatd repetarea, cel putin o datd, a celor trei etape. In caz contrar,
se va obtine un ADN partial impurificat cu proteine.

7. Dupa addugarea a doud volume de etanol 100% rece peste faza apoasa
transferata in tub, se realizeaza amestecarea prin inversia rapida a tubului de 5-6 ori.

8. Se centrifugheazd 3 minute la 13400 rpm si se Indeparteaza etanolul prin
inversia tubului.

9. Se adauga 1 ml de etanol 70% si se spald pentru cel putin o ora prin agitare
usoard, urmatd de centrifugare 3 minute la 13400 rpm si indepartarea etanolului 70% prin
inclinarea tubului.

10. ADN se usuca la 37°C timp de 10-15 minute si se resuspenda in apa ultrapura.
Se lasa cel putin 24 de ore pentru solubilizarea completi la 4°C. Se stocheazi la 4°C, pe

termen scurt, sau la -20°C, pe termen lung.

I1.4. I1zolarea ADN din suspensii de culturi celulare

Principiul metodei
Metoda descrisd in continuare este simpld si conduce la obtinerea unei cantitati
relativ mari de ADN. Sedimentul de celule aflate in cultura este plasat intr-o solutie care

contine SDS si proteinaza K si este incubat pand cand membranele celulare sunt lizate iar



proteinele sunt degradate. Solutia este tratatd cu fenol/cloroform/alcool izoamilic in
vederea deproteinizarii, iar ADN este precipitat cu etanol. In final, ADN precipitat este

spalat cu etanol, uscat si resuspendat in tampon specific sau in apa ultrapura.

Material biologic: diferite tipuri de celule animale 1n cultura.

Reactivi: 1) tampon fosfat salin (PBS) 10X: 1,37 M NaCl, 27 Mm KCl, 43 Mm
Na,HPO, x 7 H,0, 14 mM KH,PO,. Se prepara sub forma unei solutii 10X si se dilueaza
inainte de folosire. Solutia diluatd are un pH de aproximativ 7,3. Se stocheaza la
temperatura camerei pe termen nelimitat; i1) tampon de digestie: 100 Mm NaCl, 10 Mm
TRIS-HCI (Ph 8), 25 Mm EDTA (pH 8), 0,5% SDS, 0,1 mg/ml proteinaza K. Reactivul
se poate stoca la temperatura camerei. Proteinaza K este instabila la temperaturi ridicate si
trebuie addugata proaspatd inainte de fiecare folosire; iii) ribonucleaza 2 mg/ml; iv)
amestec fenol: cloroform:alcool izoamilic 25:24:1; v) acetat de amoniu 7,5 M; vi) etanol

100% si 70%; vii) apd ultrapura; viii) agitator; ix) microcentrifuga; x) termobloc.

Mod de lucru

1. Flascurile cu celule in culturd sunt tratate cu tripsind iar continutul este reluat in
tuburi de centrifugd de 15 sau 50 ml care sunt centrifugate 5 minute la 800 rpm si 4°C.

2. Supernatantul se arunca si sedimentul se resuspenda intr-un volum de 1 pana la
10 ml de PBS rece.

3. Se repeta etapele de centrifugare-resuspendare de doua-trei ori, pana cand
sedimentul de celule este bine spalat.

4. Sedimentul de celule se resuspendd intr-un volum adecvat de tampon de
digestie. Acest volum poate varia intre 300 si 1000 ul, in functie de cantitatea de celule.

5. Celulele sunt incubate in tamponul de digestie timp de 12-16 ore, la 50°C, cu
agitare usoara.

6. Se adaugi 10 pl de ribonucleazi si se lasa la incubat o ora la 37°C, dupi care se
adaugd un volum egal de amestec fenol/cloroform/alcool izoamilic si se vortexeaza

puternic circa 20-30 de secunde.



7. Centrifugare la 10000 rpm timp de 4 minute. Daca dupa centrifugare se observa
un strat subtire de material alb la interfata dintre faza apoasa superioara si cea organica
inferioara se va repeta etapa 6.

8. Faza apoasa este transferata Intr-un tub nou, evitindu-se impurificarea acesteia
cu faza inferioara. Se adaugd 2 volum acetat de amoniu si 2 volume de etanol absolut si
se agitd prin inversia tubului. ADN trebuie sa Tnceapad imediat sa precipite din solutie.

9. Centrifugare 3 minute la 10000 rpm. Supernatantul este aruncat prin inclinarea
tubului, iar sedimentul este spalat cu etanol 70% timp de 30-40 minute, cu agitare usoara.

10. Centrifugare 3 minute la 10000 rpm. Supernatantul este decantat prin
inclinarea tubului. Sedimentul este uscat la 37°C timp de 15-20 de minute.

11. ADN se resuspendd in apa ultrapura. Se lasd cel putin 24 de ore pentru
dizolvare completd la 4°C. Se stocheaza la 4°C, pe termen scurt si la -20°C, pe termen

lung.

IL.5. Izolarea ADN genomic din singe

Principiul metodei

Protocolul de fatd asigurd izolarea ADN genomic din sange in doud etape. In prima
etapd se face o izolare a limfocitelor din probele proaspete de sange. In a doua etapi se
realizeaza practic izolarea ADN din limfocite. Deproteinizarea se face folosind o solutie

salind saturata iar ADN este precipitat cu etanol.

Etapa I: Izolarea limfocitelor

Material biologic: probe proaspete de sange recoltate in recipiente speciale vidate
avand drept anticoagulant EDTA, heparina sau citrat de sodiu.

Reactivi si aparatura: i) tampon clorurd de amoniu: clorurd de amoniu 140 mM,
TRIS 17 mM (pH 7,5); ii) tampon fosfat salin (PBS) 10X: 1,37 M NaCl, 27 mM KClI, 43
mM Na,HPO, x 7 H,0, 14 mM KH,PO,. Se prepara sub forma unei solutii concentrate



10X si se dilueaza inainte de folosire. Solutia diluatd are un pH de aproximativ 7,3 si se
stocheaza la temperatura camerei pe termen nelimitat; ii1) microcentrifuga; iv) agitator.

Mod de lucru

1. Intr-un tub de centrifugd de 50 ml se amesteci 10 ml sdnge cu 40 ml tampon
clorura de amoniu.

2. Amestecul se plaseaza pe gheatd timpde intre 30 de minute si o ord, pana cand
solutia devine inchisa la culoare. Se centrifugheaza 10 minute, la 800 rpm si la
temperatura camerei.

3. Se indeparteaza supernatantul si sedimentul se usuca pe hartie de filtru. Se spala
prin agitare cu 20 ml PBS.

4. Centrifugare 10 minute la 700 rpm si la temperatura camerei. Se indeparteaza
supernatantul si sedimentul se usuca pe hartie de filtru. Se spala prin agitare cu 5 ml PBS.

5. Centrifugare 10 minute, la 700 rpm si la temperatura camerei.

6. Se indeparteaza supernatantul, iar sedimentul de limfocite este folosit imediat la
extractia ADN.

7. OPTIONAL: Daca dorim sa realizam extractia in alta zi limfocitele trebuie
pastrate la -20°C. Sedimentul este resuspendat intr-un volum de 1 ml PBS si limfocitele se
transfera intr-un tub nou de centrifuga de 2 ml. Se realizeaza o a doua spalare cu 1 ml
PBS a tubului in care s-a realizat izolarea §i continutul se transfera in acelagi tub.

8. Centrifugare 10 minute la 700 rpm. Supernatantul este indepartat §i sedimentul

se stocheazd la -20°C.

Etapa II: Extractia ADN

Material biologic: sediment de limfocite proaspat sau inghetat.

Reactivi si aparatura: 1) tampon de lizd: 10 mM TRIS-HCI (pH 8), 10 mM EDTA
(pH 8), 0,5% SDS. Reactivul se poate stoca la temperatura camerei; ii) solutie salinad
saturatd: NaCl 18%; ii1) proteinaza K 10 mg/ml; iv) tampon de resuspendare TRIS-EDTA
(pH 8): 10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA; v) ribonucleaza 2 mg/ml; vi) apa ultrapura; vii)

etanol 100% si 70%; viii) microcentrifuga; ix) agitator.



Mod de lucru

1. Peste sedimentul de limfocite proaspat sau inghetat se adauga 1 ml PBS si se
vortexeaza pana se aduc toate celulele n suspensie.

2. Se adauga 10 ml tampon de liza si 100 pl proteinaza K. Se amesteca usor.

3. Amestecul este incubat o ora la 65°C sau peste noapte la 37°C. Pentru un
randament mai bun al extractiei si pentru o mai bund calitate a ADN extras este de
preferat incubarea peste noapte a amestecului.

4. Se adauga 10 pl solutie ribonucleaza, se amesteca prin inversia tubului si se
incubeazi o ori la 37°C.

5. Se adauga 4,3 ml solutie salina saturata si se amesteca puternic 30 de secunde.

6. Centrifugare 10 minute, la 5000 rpm si 4°C. Supernatantul se transfera intr-un
tub nou de 50 ml.

7. Peste supernatant se adauga incet, pe pereti si prin rotirea constanta a tubului, 30
ml de etanol absolut. Se amesteca usor, prin inversia tubului pana cand ADN precipita.

8. Se centrifugheaza 3 minute la 10000 rpm. Supernatantul se inlaturda prin
inclinarea tubului, iar sedimentul este spdlat cu etanol 70%, 30-40 minute, cu agitare
usoara.

9. Centrifugare 3 minute la 10000 rpm. Supernatantul este inlaturat prin inclinarea
tubului. Sedimentul este uscat la 37°C timp de 15-20 de minute.

10. ADN se resuspenda in 2 ml tampon TE. Se lasa cel putin 24 de ore pentru

dizolvare completi la 4°C. Se stocheazi la 4°C pe termen scurt si la -20°C pe termen lung.

I1.6. Izolarea ADN din material seminal

Principiul metodei
Izolarea ADN genomic din material seminal se realizeaza printr-un proces de
extractie salind. In prima etapd are loc liza celulelor seminale intr-un tampon de liza,

urmata de precipitarea proteinelor cu o solutie de NaCl 6M. ADN genomic cu masa



moleculara mare ramane 1n solutie fiind apoi concentrat si desalifiat prin precipitare cu

1zopropanol.

Material biologic: paiete cu material seminal proaspete sau crioconservate.

Reactivi si aparatura: 1) solutie de precipitare a proteinelor: NaCl 6 M; ii) tampon
de lizd: 10 mM EDTA (pH 8), 1% Sodium dodecil sulfat (SDS) si 100 Mm NacCl; iii)
solutie ditiotreitol (DTT) 500 Mm; iv) solutie proteinaza K 20 mg/ml; v) ser fiziologic:
NaCl 0,9%; vi) izopropanol 100%; vii) etanol 70%; viii) apa ultrapurd; ix) agitator; X)

microcentrifuga; xi) termobloc.

Mod de lucru

Ziua I

1. Continutul unei paiete de material seminal (aproximativ 25 pl) este introdus intr-
un tub de microcentrifuga steril de 1,5 ml, peste care se adauga 0,5 ml ser fiziologic.

2. Se omogenizeaza probele dupa care se centrifugheaza 3 minute la 6500 rpm.

3. Supernatantul este indepartat iar sedimentul de celule seminale este resuspendat
din nou cu 1 ml de ser fiziologic.

4. Se centrifugheaza probele 3 minute la 6500 rpm si se indeparteaza
supernatantul.

5. Peste sedimentul de celule seminale se adauga 450 pul tampon de lizd dupa care
acesta este resuspendat in supernatant prin aspirare usoara cu ajutorul unei micropipete.

6. Se adauga 50 ul DTT, se omogenizeaza si apoi se adauga 10 ul proteinaza K.

7. Probele se omogenizeaza printr-o inversie usoara dupa care se incubeaza 12-14
ore la 60°C.

Ziua Il

1. Se adauga 160 pl NaCl si se amesteca viguros timp de 1-2 minute prin

vortexare. La sfarsit vor aparea vizibile agregatele de resturi proteice.



2. Centrifugare 10 minute la 13000 rpm. Supernatantul se transfera in alt tub de
microcentrifugd contindnd 500 pl izopropanol 100% la temperatura camerei si se agita
usor prin inversarea tubului pana la precipitarea ADN din solutie.

3. Centrifugare 1 minut la 13000 rpm. Se indeparteaza supernatantul prin inversia
tubului si se adaugad 500 pl etanol 70% la temperatura camerei. Se inverseaza usor tubul
timp de cateva minute pentru a spala sedimentul de ADN si se centrifugeazd 1 minut la
13000 rpm.

4. Etanolul se inlatura complet prin inversia tubului pe o hartie de filtru. Se usuca
precipitatul, 15 - 20 minute, la 37°C.

5. Precipitatul de ADN se rehidrateaza intr-un volum adecvat de apa ultrapura.

ADN astfel obtinut se pastreaza la 4°C pe termen scurt sau la —20 °C pe termen mai lung.

I1.7. Izolarea ADN din tesuturi imparafinate

Principiul metodei

Tesuturile imparafinate sunt folosite la ora actuala in multe metode de diagnostic si
de analiza a bolilor. Ca atare apare necesitatea dezvoltarii unor tehnici de extractie a ADN
din aceste tipuri de probe. Principalul impediment care apare in acest caz este eliminarea
totald a urmelor de parafind de la nivelul sectiunilor, aceasta putdnd bloca procedeele de
extractie a ADN. In cazul tehnicii prezentate mai jos se va realiza o deparafinare cu xilen
a probelor, urmatd de o extractie a ADN prin metoda clasicd care utilizeaza

fenol/cloroform. Precipitarea materialului genetic se face utilizand izopropanol.

Material biologic: sectiuni imparafinate.

Reactivi si aparatura: i) tampon de liza: proteinaza K 20 mg/ml, 50 pl, solutie
Tris-HC1 1 M, 10 ul, EDTA 0,5 M 2 ul, SDS 10%, 100 pl, apa distilatd 838 ml; ii)
amestec fenol/ cloroform/ izopropanol 25:24:1; iii) acetat de sodiu 3 M; iv) apa ultrapura;
v) xilen; vi) etanol absolut si etanol 75%; vii) izopropanol; viii) agitator; ix)

microcentrifugd; x) termobloc.



Mod de lucru

1. La inceput se realizeaza deparafinarea tesuturilor. Pentru aceasta, intr-un tub de
2 ml continand cateva sectiuni imparafinate, se adauga 1 ml de xilen si se lasa 30 minute
la 37°C.

2. Se inlatura xilenul si se adaugd din nou 1 ml peste tesuturile Tmparafinate. Se
incubeaza 30 minute la 37°C. Etapa poate fi repetatd inca de o data pentru asigurarea unei
bune deparafinari.

3. Se inlatura xilenul si se fac alte doua spalari de cate 30 de minute folosind etanol
absolut. Etanolul absolut este Indepartat si se fac alte doud spalari de cate 30 de minute
folosind etanol 75%.

4. Etanolul 75% este inlaturat si se fac alte doua spalari de cate 15 minute folosind
tampon fosfat salin.

5. Se adauga 500 ul de tampon de liza si se incubeaza la 52°C peste noapte. Liza
trebuie sa se desfasoare pana cand sectiunile deparafinate sunt total dizolvate in tampon.

6. Se adauga 500 pl amestec cloroform/alcool izoamilic/izopropanol. Se agitd
puternic si se centrifugheaza 10 minute la 12000 g.

7. Supernatantul este transferat intr-un tub nou de centrifuga. Peste acesta se
adaugad un volum egal de cloroform. Se agita puternic si se centrifugheaza 5 minute la
12000 g.

8. Faza apoasa superioara este transferata cu atentie in alt tub de centrifuga. Peste
acesta se adauga 1/10 volume de acetat de sodiu 3 M. Se agita puternic.

9. Se adauga 1 volum de izopropanol, se agita si se incubeaza la —20°C peste
noapte.

10. Centrifugare 4 minute, la 4°C si 12000 g. Supernatantul se arunca, iar
precipitatul este spdlat cu 1 ml de etanol 75% prin agitare usoara.

11. Centrifugare 4 minute la 12000 g. Etanolul este indepartat prin inclinarea
tubului si sedimentul ADN este uscat prin centrifugare la vid 3 minute sau prin plasare la

37°C timp de 15 minute.



12. ADN se resuspenda 1n apa ultrapura iar apoi se lasa cel putin 24 de ore pentru
solubilizarea completd la 4°C. Se stocheaza la 4°C, pe termen scurt, sau la -20°C, pe

termen lung.

I1.8. Izolarea ADN din plasma sau ser

Principiul metodei

La indivizii normali, cantitdtile de ADN din astfel de probe sunt foarte scazute dar
suficiente pentru a servi drept matrite la o reactie de amplificare in lant (PCR —
Polimerase Chain Reaction). De asemenea, o cantitate sporitd de ADN in ser sau plasma
este intdlnitd in cazul unor afectiuni precum cancerul, bolile autoimune sau infectioase.
Protocolul urmator reprezintd o metoda simpla si eficientd de izolarea ADN din astfel de

probe.

Material biologic: plasma sau ser.

Reactivi si aparatura: 1) tampon de lizd 10X: SDS 10%, proteinazd K 0,5%. Se
prepard sub forma concentrata si se dilueaza inainte de folosire; ii) tampon Tris-EDTA
(TE): 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8; ii1) amestec fenol/cloroform 1:1; iv) glicogen
10 mg/l; v) acetat de amoniu 7,5 M; vi) etanol absolut si etanol 70%; vii) agitator; viii)

microcentrifuga; ix) termobloc.

Mod de lucru

1. Intr-un tub de centrifugd de 15 ml se adauga 1,5 ml ser sau plasma, 1,5 ml
tampon de lizd 1X si se agita energic. Se lasa la incubat peste noapte la 55°C.

2. Peste amestecul incubat se adauga 3 ml de amestec fenol/cloroform. Se agita
puternic timp de 30 de secunde si se centrifugheaza 10 minute la 1000 g folosind rotor
,Swing-out”.

3. Faza superioara apoasa se transfera intr-un tub centrifuga si se repeta etapa 2.



4. Faza superioard apoasa este transferatd intr-un tub nou si peste aceasta se adauga
5 ul glicogen, 1 ml solutie acetat de amoniu si 8 ml de etanol absolut. Se amesteca prin
inversarea tubului de mai multe ori si se centrifugheaza 40 de minute la 2500 g.

5. Supernatantul este indepartat prin inclinarea tubului iar sedimentul este spalat in
10 ml de etanol 70% prin agitare usoara.

6. Se centrifugheaza 10 minute la 2500 g. Se indeparteaza etanolul prin Inclinarea
tubului. Sedimentul se usuca in curent de aer sau prin incubare 15 minute la 37°C.

9. Sedimentul uscat este reluat intr-un volum adecvat de tampon TE sau de apa

ultrapura.

I1.9. I1zolarea ADN de la nivelul celulelor somatice din lapte

Principiul metodei

Laptele poate reprezenta un material biologic bun pentru izolarea de material
genetic. Astfel, in lapte se gasesc mai multe tipuri de celule somatice reprezentate in
principal de celule epiteliale, limfocite, macrofage si polimorfonucleare. Aceste celule pot
servi drept sursd pentru extractia ADN.

Protocolul dezvoltat de d’Angelo et al. (2007) necesitd in prealabil realizarea unei
degresari a laptelui prin centrifugare. Ulterior are loc o lizd a celulelor somatice, o
deproteinizare, iar precipitarea ADN se realizeaza utilizdnd izopropanolul. Metoda poate
fi folosita cu succes in locul extractiei ADN din sange deoarece laptele poate fi procurat

mult mai usor, prin metode neinvazive.

Material biologic: probe de lapte.

Reactivi: 1) tampon fosfat salin (PBS) 10X: 1,37 M NaCl, 27 Mm KCI, 43 Mm
Na,HPO, x 7 H,0, 14 Mm KH,PO,. Se prepara sub forma unei solutii 10X si se dilueaza
inainte de folosire. Solutia diluatd are un pH de aproximativ 7,3. Se stocheaza la
temperatura camerei pe termen nelimitat; ii) tampon de liza: 0,32 M sucroza; 10 mM Tris-

HCI pH 7,5; 5 mM MgCl,; 1% Triton X-100; iii) SDS 10%; iv) proteinaza K 10 mg/ml;



v) tampon de extractie: 10 mM Tris-HCI, pH 8 si 2 mM EDTA; vi) tampon Tris-EDTA
(TE): Tris 10 mM, 1 mM EDTA, pH 7,5; vii) NaCl 5 M; viii) izopropanol; ix) apa
ultrapurd; x) microcentrifugd; xi) agitator; xii) termobloc.

Mod de lucru

1. O cantitate de 40 ml de lapte este centrifugata timp de 30 de minute la 2000 g si
4°C. Ulterior, stratul superior de grasime si supernatantul sunt indepartate.

2. Sedimentul este resuspendat in 1 ml tampon fosfat salin si apoi centrifugat 10
minute la 400 g s1 4°C.

3. Sedimentul este resuspendat in 49 ml de tampon de liza, este agitat puternic si
apoi este centrifugat la 2500 g, timp de 10 minute, la 4°C.

4. Supernatantul este indepartat prin inclinarea tubului iar sedimentul este
resuspendat in solutie de spalare. Se agita usor si se centrifugheaza la 2500 g, timp de 10
minute, la 4°C. Etapa de spalare poate fi repetata.

5. Sedimentul spalat este resuspendat in 3 ml tampon de extractie la care se adauga
100 pl de SDS 10% s1 40 ul de proteinaza K. Amestecul este incubat o ora la 65°C.

6. Se adauga 500 pl solutie clorurd de sodiu si se agita energic timp de 20-30 de
secunde. Se centrifugheaza 10 minute la 3500 g.

7. Supernatantul este transferat intr-un tub nou de centrifugd si peste acesta se
adauga 6 ml de izopropanol rece. Se agitd tubul prin inclinare pentru a precipita ADN.

8. Centrifugare la 3500 g, 10 minute. Supernatantul este indepartat, iar sedimentul

ADN este resuspendat intr-un volum adecvat de tampon TE sau apa ultrapura.

I.10. Izolarea ARN total cu guanidin-tiocianat (metoda Chomczynski)

Principiul metodei

Celulele in culturd sau fragmentele de tesut sunt bine omogenizate intr-o solutie
denaturantd care contine guanidin-tiocianat. Acesta este unul dintre cei mai eficienti
agenti denaturanti ai proteinelor. Omogenatul este ulterior amestecat in mai multe etape

cu solutii de acetat de sodiu, fenol si cloroform/ alcool izoamilic. In urma centrifugarii, in



faza superioard apoasa separatd, se va regasi ARN total, iar in faza inferioara, organica, se
vor gasi proteinele si ADN. ARN astfel separat va fi precipitat cu izopropanol si ulterior,
spalat cu etanol 75%.

La baza metodei sta proprietatea ARN de a ramane solubilizat intr-o solufie apoasa
care contine guanidin-tiocianat si amestec de fenol/ cloroform/ alcool izoamilic, in jurul
valorii de pH 4,0. In aceleasi conditii proteinele si fragmentele mici de ADN (cu marimi
intre 50 pb si 10 Kpb) trec in faza organica, iar fragmentele mai mari de ADN se regasesc
la interfata celor doua faze.

Se recomanda ca extractia ARN prin aceasta metoda sa se realizeze din tesuturi si
celule proaspete. Daca acest lucru nu este posibil apare necesitatea crioconservarii in azot
lichid imediat dupa prelevare. Toate solutiile sunt preparate cu apa tratatd cu DEPC
(dietil-pirocarbonat), inhibitor specific al ribonucleazelor. De asemenea, recipientele de

lucru sunt spalate cu acelasi tip de apa.

Material biologic: probe din diferite tipuri de tesuturi, celule animale in cultura.

Reactivi si aparatura: i) solutie denaturanta: Guanidin-tiocianat 4 M, Citrat de
sodiu 25 mM, 0,5% N-lauroilsarcozind, 2-mercaptoetanol 0,1 M. Pentru prepararea
solutiei stoc se amesteca 293 ml de apa cu 17,6 ml solutie citrat de sodiu 0,75 M (pH 7) si
cu 26,4 ml solutie N-lauroilsarcozina 10%. Se adauga apoi 250 g guanidin-tiocianat si se
incilzeste sub agitare continui la 65°C, pentru dizolvare. Solutia se poate stoca timp de
maxim 3 luni la temperatura camerei. Solutia de lucru se prepara prin adaugarea a 0,35 ml
2-mercaptoetanol la 50 ml de solutie stoc. Se poate stoca maxim o luna la temperatura
camerei; 11) izopropanol 100%; iii) etanol 75% (preparat cu apa tratatd cu DEPC); iii)
solutie acetat de sodiu 2 M (pH 4). Se adauga 16,42 g acetat de sodiu anhidru in 40 ml
apa si apoi se mai adauga 35 ml acid acetic glacial. Se aduce la pH 4 cu acid acetic
glacial, iar apoi se completeaza la 100 ml cu apa; iv) solutie de fenol saturata in apa: se
dizolva 100 g fenol in 100 ml api la 65°C. La final se inliturd faza apoasi superioara. Se
poate stoca la 4°C si intuneric timp de o lund; v) amestec cloroform/ alcool izoamilic 49:1

(v/v); vi) apa tratatd cu DEPC: se adaugda 0,2 ml DEPC la 100 ml apa. Se amesteca



puternic cateva minute, iar solutia obtinuta se autoclaveaza pentru a inactiva eventualele
urme de DEPC; vii) minicentrifuga; viii) agitator; ix) termobloc.

ATENTIE: Fenolul este toxic §i cauzeaza arsuri sau iritatii in zonele de contact.

Mod de lucru

la. Pentru tesuturi: se adauga 500 ul de solutie de denaturare la 50 mg de tesut si
se omogenizeaza energic.

1b. Pentru culturi de celule: se centrifugheaza suspensia celulard si se Inlaturda
supernatantul. Se adaugd 500 pl de solutie de denaturare la 10* celule si se agita
aproximativ 10 minute cu pipeta automata prin aspersie-dispersie.

2. Omogenatul se transfera intr-un tub steril de 2 ml. Se adaugd 50 pl de solutie de
acetat de sodiu si 500 pl fenol si se vortexeaza puternic timp de 20-30 de secunde.

3. Se adaugd 100 pl de amestec cloroform/ alcool izoamilic si se vortexeaza
puternic timp de 20-30 de secunde. Tuburile se incubeaza 15 minute pe gheata.

5. Centrifugare 20 minute la 10000 g si 4°C. Faza apoasd superioara se transferd
intr-un tub nou.

6. Se realizeaza precipitarea ARN adaugand un volum egal de izopropanol 100%.
Tuburile se incubeaza 30 de minute la -20°C.

7. Centrifugare 10 minute la 10000 g si 4°C. Supernatantul este inliturat.
Sedimentul este resuspendat si dizolvat in 200 ul de solutie de denaturare si este transferat
intr-un tub nou.

8. Se realizeaza precipitarea ARN addugand 300 pl izopropanol 100%. Tuburile se
incubeaza 30 de minute la -20°C.

10. Centrifugare 10 minute la 10000 g si 4°C. Supernatantul este inliturat.
Sedimentul ARN este resuspendat in 900 pl etanol 75%, vortexat si incubat 10 - 15
minute la temperatura camerei.

11. Centrifugare 5 minute la 10000 g si 4°C. Supernatantul este inliturat.
Sedimentul ARN este uscat la 37°C, 10 — 15 minute. Acesta nu trebuie uscat total

deoarece aceasta va duce la scaderea solubilitatii ARN.



12. Sedimentul ARN este solubilizat in 100-200 pl apa tratatd cu DEPC. Se
incubeazi 10-15 minute la 55°C. ARN astfel obtinut este pastrat la -80°C.

I.11. Izolarea ARN din sange

Principiul metodei

Tehnica se bazeazd pe extractia ARN dupa metoda adaptatd de Chomczynski si
Sacchi in 1987. La baza metodei std proprietatea ARN de a rdméane solubilizat intr-o
solutie apoasa care contine guanidin-tiocianat si amestec de fenol/ cloroform/ alcool
izoamilic, la pH acid. In aceleasi conditii proteinele si fragmentele mici de ADN trec in
faza organica, iar fragmentele mai mari de ADN se regasesc la interfata celor doua faze.

In cadrul metodei este recomandati folosirea sangelui proaspat, recoltat pe
anticoagulant. De asemenea, este necesara tratarea tuturor solutiilor de lucru si a

recipientelor cu apa care contine DEPC (dietil-pirocarbonat).

Material biologic: probe proaspete de sange recoltate pe anticoagulant.

Reactivi si aparatura: 1) tampon de liza al eritrocitelor: sucroza 1,6 M, Triton X-
100 5%, MgCl, 25 mM, Tris-HCl 60 mM (pH 7,5). Se pastreaza la 4°C si se utilizeaza
rece; i1) tampon de extractie: guanidin tiocianat 5,25 M, Tris-HC1 50 mM (pH 6.,4), EDTA
20 mM, Triton X-100 1%, 2-mercaptoetanol 0,1% (se adaugd extemporaneum); iii) acetat
de sodiu 2 M (pH 4); iv) fenol (saturat cu solutie Tris-HCI 1 M, EDTA 0,1 M), pH 8; v)
amestec cloroform/ alcool izoamilic 24:1; vi) izopropanol; vii) etanol 70%; viii) apa

ultrapurd; vii) microcentrifuga; viii) agitator; ix) termobloc.

Mod de lucru
1. Intr-un tub de microcentrifugd se amestecd 100 pl de sange cu 1 ml de tampon
de liza al eritrocitelor. Se lasa la temperatura camerei timp de 5-10 minute, cu agitare

ocazionala, pana cand eritrocitele sunt lizate 1n totalitate.



2. Centrifugare 45 de secunde la 13000 rpm. Se inldtura supernatantul prin
inclinarea tubului. Sedimentul de celule este reluat prin agitare in lichidul rezidual rdmas
in tub.

3. Se adauga 200 ul tampon de extractie peste celulele resuspendate si se amesteca
cu varful pipetei. Peste celulele resuspendate se adauga 20 ul acetat de sodiu 2 M si se
agita usor.

4. Se adauga 220 pl fenol si se agita usor prin inversie. Peste amestec se adaugd 60
ul de amestec cloroform/ alcool izoamilic si se agita puternic timp de 20-30 de secunde.
Tuburile se plaseaza pe gheatd 15 minute.

5. Centrifugare 5 minute la 13000 rpm. Faza superioara apoasa se transfera intr-un
tub nou de microcentrifuga. Se adauga 200 ul de izopropanol rece, se agita puternic si se
lasd 30 de minute la -20°C.

6. Centrifugare 15 minute la 13000 rpm. Supernatantul este inlaturat, iar
sedimentul este resuspendat in 200 pl tampon de extractie.

7. Se spala sedimentul cu 400 pl de etanol 70% rece. Centrifugare 5 minute la
13000 rpm. Supernatantul se arunca prin inclinarea usoara a tubului.

8. Sedimentul se usuca in curent de aer si se resuspenda intr-un volum adecvat de
apa ultrapura. Solutia este incubata 15 minute la 50°C pentru solubilizarea ARN si apoi

este stocata la -80°C, evitandu-se ciclurile de inghet-dezghet.



CAPITOLUL III
METODE DE ANALIZA ALE BAZELOR AZOTATE SI ACIZILOR
NUCLEICI

II1.1. Spectrele de absorbtie ale bazelor azotate

Principiul metodei

Bazele purinice si pirimidinice, nucleozidele si nucleotidele corespunzatoare pot fi
usor detectate datoritd absorbtiei lor in UV. Bazele purinice si derivatii lor nucleozidici si
nucleotidici au o absorbtie mai mare decat pirimidinele si derivatii lor.

Spectrul de absorbtie in UV pentru fiecare baza azotata sau nucleotid depinde de
pH. La pH 7, lungimea de unda la care se inregistreaza maximul de absorbtie pentru

bazele azotate se situeaza in jurul valorii de 260 nm.

Reactivi si aparatura: 1) Solutii de baze azotate 10 pg/ml; ii) spectrofotometru

UV-VIS.

Mod de lucru: se realizeaza spectrul de absorbtie pentru toate solutiile de baze

azotate 1n intervalul 200400 nm.

Rezultate si discutii

In urma realizarii spectrelor se vor observa maximele de absorbtie pentru fiecare
solutie de baza azotata in parte. Valorile acestor maxime pot varia intre anumite limite in
functie de pH.

In figurile 7 si 8 sunt prezentate spectrele de absorbtie cele patru baze azotate
intalnite in structura ADN, la pH 6. Se pot observa maximele de absorbtie cuprinse in

intervalul 260 - 270 nm.
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Figura 7: Spectrele de absorbtie ale unor solutii de citozina si adenina la pH 6.
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Figura 8: Spectrele de absorbtie ale unor solutii de guanina si timina la pH 6.



II1.2. Spectrul de absorbtie al ADN. Determinarea spectrofotometrica a

puritatii si concentratiei ADN.

Principiul metodei

ADN extras din diferite surse biologice trebuie verificat pentru estimarea puritaii
si integritatii Tnainte de a fi utilizat in diferite manipuldri moleculare.

Aprecierea gradului de puritate al unui extract ADN se realizeaza prin evaluarea
valorii absorbantei la diferite lungimi de unda (260 si 280 nm), la un spectrofotometru
UV, in cuve de cuart cu drum optic cunoscut.

Folosirea acestor cuve este absolut necesara deoarece cuartul permite trecerea
radiatiilor luminoase din spectrul UV.

In paralel, se recomanda si determinarea intregului spectru de absorbtie al probei in
domeniul 200 - 400 nm, pentru a evidentia prezenta altor maxime la lungimi de unda
diferite de cele de interes, care pot apartine eventualilor contaminanti.

Verificarea puritdfii ADN se realizeaza spectrofotometric pe baza urmatoarelor
considerente:

1) moleculele de ADN mono- sau dublucatenar prezintd absorbantd maxima la
lungimi de unda cuprinse intre 257 1 260 nm;

11) proteinele care pot impurifica extractul au absorbanta maxima la 280 nm;

1i1) glucidele ramase eventual in extract au absorbanta maxima la la 230 nm;

1v) oligonucleotidele rezultate din fragmentarea ADN in timpul extractiei prezinta
absorbanta maxima la 220 nm.

Determinarea concentratiet ADN dintr-un extract se bazeaza pe citirea absorbantei
la 260 nm si pe folosirea urmatoarelor formule:

A0 = 1 corespunde la 50 ug ADN dc/ml;

A0 =1 corespunde la 33 ug ADN mc/ml.

Reactivi si aparatura: 1) solutie de ADN de concentratie necunoscutd; ii)

spectrofotometru UV-VIS.



Mod de lucru

Se determina spectrul de absorbtie pentru solutia de ADN in intervalul 200—400
nm si se identifica maximul de absorbtie. Se citesc absorbantele solutiei de ADN la 260,
230 si 280 nm si se calculeazd valorile rapoartelor Ajg/Asso S1 Azee/Aszo pentru a
determina gradul de puritate al solutiei. Cu ajutorul valorii de absorbanta la 260 nm se

calculeaza concentratia solutiei de ADN folosind formulele de mai sus.

Rezultate si discutii
In figura 9 este prezentat spectrul de absorbtie al unei solutii de ADN cu
identificarea maximului la 260nm. Eventualele maxime de absorbtie pot fi datorate

potentialilor contaminanti din solutia de ADN.

1,70 _
16 J
15 ]

N

13 ] ya LY
12 4 / \
1.1 | 4

10 / \

/
09 | Ji \
A 0g | f/ \

07 _/ \\,\
] \

04 | \
Y
03] \\
A
02| \
0.1 S
—~_— ]
0,00 | ' ' ' I ' |
2300 240 260 280 300 320 340 360 3800

nm

Figura 9: Spectrul de absorbtie al unei solutii de acid deoxiribonucleic.

in functie de valorile Aygg $1 Ajgy se poate stabili gradul de contaminare proteica
sau cu ARN a extractului ADN. Raportul optim A,40/Ajgy €ste cuprins intre 1,8 si 2. Un
raport mai mic de 1,8 ne indica prezenta proteinelor in timp ce un raport mai mare de 2

este un indiciu al contaminarii cu ARN.



Raportul Aje/Aszo oferd informatii asupra gradului de contaminare cu polizaharide
a extractului ADN. Valoarea normald a acestuia este 2. Un raport mai mic indicd o

contaminare cu polizaharide.

I11.3. Efectele hipocromic si hipercromic ale ADN

Principiul metodei

Absorbanta unei solutii de ADN la 260 nm reprezintd mai putin de 40% din
valoarea obtinuta prin Tnsumarea absorbantelor tuturor bazelor azotate componente,
datorita interventiei fortelor de stivuire care contribuie la mascarea acestora in structura
macromoleculei de ADN. Fenomenul poartd numele de efect hipocromic al ADN. Prin
incalzirea si/sau denaturarea moleculei de ADN se observa aparitia efectului hipercromic.
Efectul se concretizeaza prin cresterea absorbantei si este cauzat atat de ruperea
legaturilor de hidrogen, cat si de disparifia fortelor de stivuire din structura

macromoleculei.

Reactivi si aparatura: 1) solutie de ADN 50 ug/ml; i1) spectrofotometru UV-VIS.

Mod de lucru
Se masoara absorbanta solutiei de ADN la 260 nm, la temperatura camerei. Se
incdlzeste solutia de ADN la fierbere timp de 5 minute si se plaseaza apoi direct pe

gheata. Dupa 5-10 minute se citeste absorbanta.

I11.4. Verificarea integritatii ADN prin electroforeza in gel de agaroza

Principiul metodei
Electroforeza in gel de agaroza constituie o metoda standard pentru separarea,
purificarea si identificarea moleculelor de ADN, inclusiv din amestecuri de unde acestea

nu pot fi separate adecvat prin alte tehnici.



Pentru verificarea integritatiit ADN genomic, precum §i pentru estimarea gradului
de contaminare cu ARN, extractul este supus unei electroforeze in gel de agaroza, in
sistem submers pe placd orizontald. La pH alcalin sau neutru, acizii nucleici au sarcina
electrica globala negativa. Ca urmare, daca sunt plasati intr-un camp electric, moleculele
acestora vor migra catre anod.

Vizualizarea moleculelor de ADN se va realiza folosind bromura de etidiu. Acest
fluorocrom este un agent intercalant care se insera intre planurile formate de bazele
azotate la nivelul macromoleculei de ADN. Prin excitarea bromurii de etidiu in lumina
UV (A =250 - 310 nm) se obtine o emisie In domeniul vizibil, la 520 nm (culoare roz-

portocalie).

Material biologic: probe de ADN genomic. Se pot folosi in scop comparativ probe
pastrate in condifii optime si probe lasate cateva zile la temperatura camerei (in cazul
acestora poate fi evidentiat fenomenul de fragmentare).

Reactivi si aparatura: 1) tampon de electroforeza: TAE 1X — TRIS 0,040 M, acid
acetic 0,040 M, EDTA 0,002 M. Se prepara ca solutie 10X care este apoi diluata inainte
de folosire; i1) tamponul probei: albastru de bromfenol 0,3%, glicerol 30% in TAE 1X; iii)
solutie de bromura de etidiu 10 mg/ml; 1v) agaroza; v) tanc de electroforeza orizontala
pentru separare de acizi nucleici; vi) sursa de curent; vii) transiluminator UV.

ATENTIE: Bromura de etidiu este toxica si are un puternic efect mutagen.

Mod de lucru

1. Intr-un pahar Erlenmeyer se cantiresc 0,4 g agarozi. Peste ea se adaugi 40 ml
tampon TAE 1X (concentratia finalad a agarozei 1%). Paharul se acopera cu o folie de
plastic sau cu staniol si se Incalzeste la fierbere pana la dizolvarea totalad a agarozei.

2. Solutia obtinutd este lisati la racit pand la o temperaturd de 50-60 °C. In acest
timp se vor adauga 2 ul bromura de etidium pentru a permite vizualizarea ulterioara a

ADN.



3. Se izoleaza tavita aparatului de electroforeza cu banda adeziva. Se monteaza
pieptenul astfel incat dintii acestuia sd nu atinga tavita si apoi se toarna gelul cald (50°C).
Se lasd 30-40 de minute la temperatura camerei pentru solidificare.

4. Se indeparteaza banda adeziva si pieptenul cu mare atentie, iar gelul solidificat
complet se introduce 1n aparat.

5. Se amesteca proba de analizat cu tamponul sau si se incarcd cu mare atentie in
godeuri cu o pipetd automata.

6. Se pune capacul aparatului si se conecteaza la sursa de curent fixata la o tensiune
constanta (aproximativ 3V/cm). Durata migrarii este de 50-60 de minute.

7. La finalizarea migrarii moleculele de ADN se vor vizualiza cu ajutorul unui

transiluminator UV.

Rezultate si discutii
Moleculele de ADN genomic migreazd limitat deoarece sunt extrem de

voluminoase. Inaintarea prin gelul de agaroza este foarte inceata datorita rezistentei opusa

Figura 10: Electroforeza de ADN genomic in gel de agaroza in scopul evidentierii integritatii acestuia.
Liniile 1 — 6: ADN genomic nefragmentat.



In cazul unor molecule de ADN integre, nefragmentate, acestea vor putea fi
observate sub forma unei benzi compacte, in apropierea godeurilor de start (Figura 10).
Cu cat banda este mai groasa si mai intensa, cu atat proba de ADN este mai concentrata si
mai nefragmentata.

In cazul unui ADN genomic degradat, fragmentat, benzile nu vor fi compacte si
vor aparea sub forma unor dare/’comete” (Figura 11). Aceste dare/”’comete” sunt cu atat
mai lungi si mai intense, cu cat ADN este mai degradat. Ele apar datoritd fragmentelor
mici de ADN rezultate in urma scindarii macromoleculelor inifiale. Degradarea probelor
de ADN genomic apare in urma pastrarii acestora in conditii neadecvate, procesul putand

merge pana la degradarea totalda a ADN.

Figura 11: Electroforeza de ADN genomic in gel de agaroza in scopul evidentierii integritatii acestuia.
Liniile 4, 5: ADN genomic nefragmentat; liniile 1, 2, 8: ADN genomic partial degradat, linia 6: ADN
genomic puternic degradat, liniile 3, 7: ADN genomic degradat aproape 1n totalitate.

I1L.5. Electroforeza ADN in gel de poliacrilamida

Principiul metodei
Electroforeza reprezintd o metoda fizico-chimica, analitica §i preparativa care se
bazeaza pe fenomenul migrarii unor particule incarcate electric, intr-un mediu lichid sau

fixat pe suport solid, sub actiunea unui camp electric extern.



Gelul de poliacrilamida are proprietati optime de separare electroforetica. Este
stabil, transparent, flexibil si se obtine prin copolimerizarea acrilamidei cu N,N’-metilen-
bisacrilamidei, in prezenta de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiaminei (TEMED) si a
persulfatului de amoniu drept catalizatori.

Practic, gelul de poliacrilamida poate fi considerat o “sitd moleculard” in care
marimea porilor depinde de concentratiile initiale ale monomerilor si de conditiile in care

se desfagoara reactia de polimerizare (sistem catalitic, temperaturd).

Material biologic: probe ADN genomic, produsi PCR.

Reactivi si aparatura: 1) solutie stoc acrilamida/bis-acrilamida 29:1 (30% m/v); i1)
tampon de incarcare 5X. Pentru un volum de 50 ml se amesteca reactivii prezentati in
tabelul 1; ii1) N,N,N’,N’-Tetrametilendiamina (TEMED); 1v) persulfat de amoniu 10%; v)
solutie de bromura de etidiu 10 pg/ml; vi) apa ultrapurd; vi) tampon de electroforeza TBE
10X: TRIS 900 mM, acid boric 890 mM, EDTA x 2H,0, sare tetrasodica 18 mM. Se
prepard sub forma unei solufii 10X care este apoi diluata de zece ori Tnainte de folosire.
Se stocheaza la temperatura camerei; vii) tanc de electroforeza verticald pentru acizi
nucleici; viii) sursa de curent; ix) agitator; x) plitd cu agitare magnetica si incalzire; xi)

transiluminator UV.

Tabel 1: Reactivii si cantitdtile necesare pentru prepararea tamponului de incarcare 5X.

Reactivi Volum (50 ml) Concentratie finala

Glicerol 80% 47 ml 75%
Albastru de bromfenol 125 mg 0,25%
Xylen Cyanol 125 mg 0,25%

TRIS 1 M (pH 7.4) 500 pl 10 mM

NaCl 5 M 100 pl 10 mM

EDTA 0,5 M 1000 pl 10 mM
SDS 10% 500 pl 0,1%

ATENTIE: Acrilamida este un agent neurotoxic. Poate provoaca iritatii ale pielii,
ochilor si tractusului respirator §i are potential cancerigen. Bis-acrilamida este toxica §i

trebuie evitata inspirarea acesteia in timpul cantaririi.



ATENTIE: N,N,N’ N -Tetrametilendiamina este toxica. Cauzeaza arsuri §i iritatii
atunci cand intrd in contact cu pielea, mucoasele sau ochii.

ATENTIE: Bromura de etidiu este toxica si are un puternic efect mutagen.

Mod de lucru

1. Se curdta cu apa distilata si cu etanol 70% spatiatorii si placile de sticla folosite
la turnarea gelului. Etanolul este folosit pentru degresarea totald a placilor, acest lucru
fiind necesar pentru evitarea formarii bulelor de aer in momentul turnarii gelului. La
manipularea acestora este obligatorie folosirea manusilor. Placile sunt lasate la uscat.
Atunci cand placile sunt perfect uscate se trece la asamblarea lor.

2. Intr-un pahar Berzelius steril, sub agitare continui, se prepard gelul de
poliacrilamidad respectand indicatiile prezentate in tabelul 2. Volumul total al solutiei,
avand procentajul de poliacrilamida dorit, este de 12 ml, suficient pentru un minigel cu
grosimea de 1 mm pe modelul aparatelor de electroforeza in sistem vertical livrate de
firmele BioRad sau Hoefer. Gelul trebuie turnat imediat dupa adaugarea persulfatului de

amoniu si a TEMED, in caz contrar existand riscul ca acesta sd polimerizeze in pahar.

Tabel 2: Reactivii si cantitatile necesare pentru prepararea gelurilor de poliacrilamida de diferite

concentratii.
Concentratia Acrilamida H,0 TBE 10X Persulfat de TEMED
gelului 30% amoniu 10%
8% 3,2 ml 7,6 ml 1,2 ml 200 ul 10 pl
10% 4 ml 6,8 ml 1,2 ml 200 ul 10 pl
12% 4,8 ml 6 ml 1,2 ml 200 ul 10 pl

ATENTIE: Daca se doreste obtinerea altor concentratii de poliacrilamida se vor
reface calculele adaugdndu-se cantitatile adecvate de reactivi.

Gelurile pot fi realizate si cu solutii stoc de acrilamida/bis-acrilamida avand alte
raporturi ale monomerilor (ex. 19:1 sau 37,5:1), dar in aceste cazuri mobilitatea

moleculelor de ADN va fi diferita.



3. Imediat dupa preparare gelul este turnat intre placile pregatite in etapele 1 si 2.
La finalul turnarii se agauga piptenul astfel incat sa se evite formarea bulelor de aer intre
gel si dintii acestuia. Excesul de gel se va utiliza pentru a completa spatiile ramase libere
intre piepten si placile de sticla.

4. Polimerizarea se realizeaza aproximativ o ora, la temperatura camerei, iar gelul
bine izolat cu folie de plastic poate fi pastrat la 4°C timp de 2-3 zile.

5. Gelul este introdus cu atentie in aparatul de electroforeza. Dupa adaugarea
tamponului de electroforezd TBE 1X se indeparteazd pieptenul avand grija sa nu se
deterioreze godeurile.

6. Probele ADN si markerul de masa moleculara sunt amestecate cu o cantitate
corespunzatoare de tampon de incarcare diluat si sunt introduse in godeuri cu ajutorul
unei seringi sau a unei micropipete.

ATENTIE: Trebuie evitata formarea bulelor de aer in momentul incarcarii
probelor in godeuri. Acestea pot bloca partial sau total migrarea moleculelor de ADN in
gel. Se recomanda ca timpul de incarcare a probelor sa fie relativ scurt pentru a evita
difuzia acestora.

7. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste migrarea.
Voltajul se fixeaza la valori cuprinse intre 1 si 8 V/cm. In cazul unei tensiuni mai mari pot
aparea fenomene de supraincdlzire zonald a gelului, acestea determinand deformarea
fragmentelor de ADN.

8. La finalul migrarii se opreste sursa de curent, se scoate gelul din tanc si se
detaseaza placile de sticla si spatiatorii. Se procedeaza cu foarte mare atentie deoarece
gelul de poliacrilamida este extrem de fragil si se poate rupe. Obligatoriu se folosesc
manusi.

9. Gelul este scufundat intr-un vas cu solutie de bromura de etidiu si lasat la
colorare cateva minute dupa care este spalat intre 10 si 30 minute Intr-un vas cu apa.

10. Vizualizarea moleculelor de ADN se realizeazda cu un ajutorului unui

transiluminator UV.



Rezultate si discutii

Tehnica poate fi folositd pentru separarea si identificarea produsilor PCR sau
pentru evidentierea produsilor reactiilor de restrictie enzimatica. De asemeanea, tehnica
poate fii utilizatd si pentru separarea si, ulterior, purificarea din gel a unor produsi de
amplificare PCR in vederea secventierii acestora.

Gelurile de poliacrilamida prezintd o rezolutie mult mai crescutd decat gelurile de
agaroza si de aceea pot fi folosite pentru separarea si evidentierea unor fragmente de
ADN mici si foarte apropiate ca marime. In tabelul 3 sunt prezentate rezolutiile gelurilor
de poliacrilamida de diferite concentratii si distanta estimatd de migrare a colorangilor

adaugati in tamponul de Incarcare a probei.

Tabel 3: Rezolutiile gelurilor de poliacrilamida la diferite concentratii si distanta aproximativa de migrare
a albastrului de bromfenol si a xilen cianolului.

Acrilamida (%) Mairimea Distanta de migrare Distanta de migrare
fragmentelor a albastrului de a xilen cianolului
separate (pb) bromfenol (pb) (pb)

3,5 100 — 1000 100 460
5 100 — 500 65 260
8 60 — 400 45 160
12 50 — 200 20 70
20 5-100 12 45

II1.6. Verificarea integritatii ARN prin electroforeza in gel denaturant de

agaroza

Principiul metodei

Electroforeza in gel de agaroza constituie o metoda standard pentru separarea si
identificarea moleculelor de ARN. La pH alcalin sau neutru, acizii nucleici au sarcina
electrica globala negativa. Ca urmare, daca sunt plasati intr-un camp electric, moleculele
acestora vor migra catre anod.

Spre deosebire de ADN, moleculele de ARN prezintd un procent crescut de

structuri secundare la nivelul conformatiei, fapt care impune folosirea unui gel denaturant



pentru evidentiere. Formaldehida, care are rolul de agent denaturant, asigurd distrugerea
structurilor secundare astfel incat migrarea moleculelor de ARN se realizeaza efectiv doar
pe baza sarcinii $1 masei moleculare a acestora. Acest tip de electroforeza asigura doar
separarea si evidentierea moleculelor mari de ARN (ARN ribozomal). Vizualizarea ARN

se realizeaza utilizand bromura de etidiu.

Material biologic: probe de ARN.

Reactivi si aparatura: 1) tampon de electroforeza: MOPS 1X — MOPS (Acid 3-
[N-Morfolino]-propan-sulfonic) 40 mM (pH 7), acetat de sodiu 10 mM, EDTA (acid
etilen-diamino-tetraacetic) 1 mM. Se prepard ca solutie 10X care este diluatd inainte de
folosire; 1) tampon de Iincadrcare: formamida 80%, TRIS (Tris-[hidroximetil]-
aminometan) 45 mM, acid boric 45 mM, EDTA 1 mM; iii) solutie de bromura de etidiu
10 mg/ml; 1v) agarozd; v) formaldehida 37%; vi) formamida; vii) apa ultrapurd; viii) tanc
de electroforeza pentru acizi nucleici; ix) sursd de curent; x) transiluminator UV.

ATENTIE: Bromura de etidiu este toxica si are un puternic efect mutagen.

Mod de lucru

1. Intr-un pahar Erlenmeyer se cantiresc 0,5 g agarozi, peste care se adaugi 36 ml
de apa. Paharul se acopera cu o folie de plastic sau cu staniol si se incdlzeste pana la
dizolvarea totald a agarozei

2. Peste agaroza dizolvata se adaugd 5 ml tampon MOPS 10X si 9 ml formaldehida
37%. Solutia obtinuta este ldsata la racit pana la o temperaturd de 50-60 °C.

3. Se izoleaza tavita aparatului de electroforeza cu banda adeziva. Se monteaza
pieptenul astfel incat dintii acestuia sd nu atinga tavita si apoi se toarna gelul cald (50°C).
Se lasd 30-40 de minute la temperatura camerei pentru solidificare.

4. Se indeparteaza banda adeziva si pieptenul cu mare atentie, iar gelul solidificat
complet se introduce 1n tancul de electroforeza.

5. Se amesteca proba ARN de analizat cu 2 ul MOPS 10X, 4 ul formaldehida 37%,

10 pul formamida si 0,1 pl solutie bromura de etidiu.



6. Amestecul este incubat 5 minute la 65°C. Se adauga 2 pl tampon de incarcare si
apoi amestecul se incarca in godeuri.

7. Se pune capacul aparatului si se conecteaza la sursa de curent. Sursa este fixata
la 80 V constant si la o durata a migrarii de aproximativ 40 de minute.

9. La finalizarea migrarii moleculele de ARN se vizualizeaza cu ajutorul unui

transiluminator UV.

Rezultate si discutii

Electroforeza in gel de agaroza este utilizatd cu succes pentru evaluarea integritatii
ARN total extras din diferite probe biologice.

Stabilitatea moleculelor de ARN este mult mai scdzutd in comparatie cu ADN.
Procesul degradarii acestora este mult mai frecvent si reprezintd un impediment major
pentru experimentele ulterioare. In cazul unor moleculede ARN integre se vor observa
doud benzi clare, corespunzatoare ARNr 28S si ARNr 18S. Banda pentru ARNr 28S
trebuie sa fie aproximativ de doua ori mai intensa decat cea pentru ARNr 18S (Figura 12).
Daca benzile separate in gel nu sunt foarte clare si bine delimitate se poate trage concluzia

cd ARN este degradat/fragmentat.

ARN 288

Ry ARN 18§

Figura 12: Electroforeza ARN 1in gel denaturant de agaroza.



CAPITOLUL IV
REACTIA PCR - VARIANTE SI TEHNICI DERIVATE

Reactia de polimerizare in lant (PCR) a fost pusa la punct in 1985 de catre Kary
Mullis si colaboratorii sdi. Tehnica PCR este cu siguranta metoda care a cunoscut cea mai
rapida si spectaculoasd dezvoltare din istoria biochimiei, iar K. Mullis a primit premiul
Nobel pentru chimie in 1993 deoarece aceasta tehnicd a reusit sa revolutioneze
dezvoltarea biologiei moleculare avand aplicabilitate largd in domenii din ce in ce mai
diverse: genetica, microbiologie, virusologie, hematologie, oncologie, etc..

In decursul timpului au fost dezvoltate serie de interpretiri ale conceptului de bazi
si introduse inovatii atat la nivelul etapelor cat si la nivelul aparaturii utilizate in vederea
realizarii practice si automatizarii tehnicii. PCR se bazeaza pe o tehnologie in vitro care
1mitd capacitatea naturald de replicare a ADN si care constd in generarea rapidda a unor
copii multiple a unei secvente nucleotidice {intd (ADN sau ARN). Numarul de copii ale
secventel tintd creste exponential cu fiecare ciclu de amplificare, deoarece fiecare
secventa nucleotidicd nou sintetizatd constituie o matritd pentru o noua copie.

Produsii PCR, care reprezinta copiii ale moleculelor de ADN/ARN tinta originale,
sunt denumiti ampliconi. Aceasta metoda permite detectarea cu specificitate foarte mare a
unor concentrafii foarte scazute ale secventei tintd. Cu toata simplitatea principiului
tehnicii si faptul ca realizarea practica a cunoscut evolutii de exceptie, existd numeroase
etape care pot introduce erori in rezultatele obtinute dacd nu sunt pe deplin controlate.
Utilizatorul trebuie sd inteleaga si sa integreze logic etapele care trebuie parcurse pentru
obtinerea unor rezultate finale corespunzatoare scopului in care este folosita tehnica.

Proprietatea ADN polimerazelor de a sintetiza noi catene de ADN pornind de la
primeri oligonucleotidici este utilizata in tehnica PCR pentru a amplifica de aproximativ
un milion de ori secventa tintd, prin replicari succesive.

Pentru a se putea realiza practic acest lucru este necesard alegerea unor secvente
oligonucleotidice (primeri sintetici), capabile sa hibridizeze la capetele secventei de

amplificat si folosirea unei ADN polimeraze termostabile care permite automatizarea



procesului de amplificare conducand la acumularea exponentiala a secventei tinta la
fiecare ciclu de amplificare. O reactie PCR se realizeaza in trei etape diferite:

I. Denaturarea ADN matrita.

II. Hibridizarea primerilor pe baza de complementaritate.

III. Sinteza unei noi catene avand drept matrita catena tinta de ADN.

Prima etapd consta in denaturarea termicd a macromoleculei de ADN dublu-
catenare. Astfel, temperatura amestecului de reactie, care contine si ADN, este ridicata
pana la 94-96°C, determinand ruperea puntilor de hidrogen stabilite pe bazd de
complementaritate intre cele doud catene si a fortelor de stivuire care apar intre planurile
bazelor azotate. Dupa aceasta etapa, in solutie, vom regasi ADN monocatenar.

In etapa a doua are loc hibridizarea primerilor sintetici la catena de ADN. Primerii
sunt molecule oligonucleotidice monocatenare, scurte de ADN, desemnate artificial pe
baza de complementaritate cu secventa din ADN care urmeaza a fi amplificata.
Hibridizarea primerilor se efectueaza prin scaderea temperaturii amestecului de reactie
pana la o valoare care permite refacerea puntilor de hidrogen dintre acestia si catena
matrita.

Desemnarea primerilor este un proces laborios de care depinde reusita reactiei
PCR. La alegerea acestora trebuie respectate cateva reguli generale:

a) lungimea optima a primerilor trebuie sa fie cuprinsa intre 18 si 33 de nucleotide.

b) primerii trebuie sd contind un numar aproximativ egal din cele patru baze
azotate, evitindu-se pe cat posibil regiunile cu repetitii nucleotidice. Respectarea acestei
reguli va conduce la eliminarea potentialelor regiuni cu structuri secundare.

c¢) perechile de primeri trebuie alese astfel incat sd nu prezinte complementaritate
la nivel intra- si interindividual, fiind astfel permisa reducerea la minim a posibilelor
interactii dintre primeri (ex. formarea de dimeri de primeri).

d) distanta dintre doi primeri la nivelul matritei trebuie sa fie mai mica de 5 kpb. S-
a observat o eficienta foarte scazuta a reactiei in cazul in care lungimea produsului de

amplificare depaseste 2-3 kpb.



e) pentru utilizarea acestora in condifii bune trebuie stabilitd cu exactitate
temperatura optima de hibridizare.

In cea de-a treia etapa are loc sinteza unei noi catene de ADN complementari cu
matrita, pornind de la primeri, cu ajutorul unei ADN polimeraze si 1In prezenta
deoxinucleotid trifosfatilor. La final, in amestecul de reactie, se regasesc moleculele de
ADN dublucatenare, de aceeasi lungime cu distanta dintre cei doi primeri la nivelul
catenei matrita.

Sinteza noilor catene poate fi repetatd prin reluarea celor trei etape intr-un nou
ciclu de amplificare. Fiecare catend nou sintetizatd devine matritd pentru un nou ciclu de
amplificare, astfel incat secventa tintd de ADN este selectiv amplificata dupa fiecare ciclu
de reactie. Produsul de reactie sau amplicon contine la capete secventele primer folosite la

amplificare.

IV.1. Realizarea reactiei PCR in gradient de temperatura pentru optimizarea

hibridizarii primerilor

Principiul metodei

La inceputul oricarui experiment care utilizeaza tehnica PCR este necesara
parcurgerea unei etape extrem de importante care constd in optimizarea temperaturii de
hibridizare a primerilor prin realizarea unei reactii PCR in gradient de temperatura. In
aceasta reactie, ADN matritd este hibridizat concomitent la temperaturi diferite cu aceeasi
primeri 1n scopul stabilirii temperaturii optime, care sa permitd eliminarea amplificarilor
parazite si realizarea cu un randament maxim a reactiei PCR. Totodata, in decursul unei
astfel de reactii de optimizare, pot fi variate si intervalele de timp In care sunt parcurse

treptele de temperatura, cat si numarul de cicluri de amplificare.

Material biologic: probe de ADN genomic de diferite proveniente.
Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de

deoxinucleotide, 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR



10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza 5 U/ul;
v) apa ultrapura; vi) primer sens, 20 uM si primer antisens, 20 uM; vii) aparat PCR cu
gradient de temperatura (termocicler); viii) microcentrifugad; ix) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: i) tampon de electroforeza TAE 1X
— TRIS 40 mM, acid acetic 40 mM, EDTA 2 mM care se prepara ca solugie 10X si este
diluatd inainte de folosire; ii) tamponul probei care contine albastru de bromfenol 0,3% si
glicerol 30% in TAE 1X; iii) solutie de bromura de etidiu 10 ug/ml; iv) marker de masa
moleculara; v) agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontald pentru acizi nucleici; vii)

sursd de curent; viii) transiluminator UV ix) plita cu incélzire si agitare magnetica.

Mod de lucru
1. Se adauga reactivii prezentati in tabelul 4 intr-un tub de centrifugd pentru a

obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

Tabel 4: Reactivi si cantitati necesare realizarii reactiei PCR in gradient.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
Amestec de nucleotide 2
ADN Polimeraza 0,1
Primer sens intre 0,1 — 0,2
Primer antisens intre 0,1 — 0,2
Apa deionizata intre 13,5 - 13,7
Volum total 20

2. Se adauga 20 ul din amestecul de reactie pentru fiecare proba care va fi supusa
unei anumite temperaturi de hibridizare a primerilor. Ulterior se adauga cate 5 ul ADN
genomic, diluat corespunzator (50 ng/reactie). Se vortexeazd si se centrifugeaza usor
pentru omogenizare.

3. Tuburile se aseaza in aparatul de PCR si se realizeaza programarea aparatului in

conformitate cu programul prezentat in tabelul 5.



Tabel 5: Etapele reactiei PCR.

Aparat Timpii si temperaturile de incubare

Etapa initiala 30 - 45 de cicluri Extensie Etapa
de PCR

Denaturare Hibridizare Extindere | finala finala
10 min. 30 secunde 30 secunde 1 minut 10 minute
1Q 95°C 95°C Temperatura 72°C 72°C 0
Cycler | 1 ciclu poate varia intre 1 ciclu 4°C
50°C i 65°C.

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeaza o electroforeza in gel de agaroza
pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu
o pipeta automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul

migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Rezultate si discutii

In functie de profilul, de numarul si intensitatea benzilor rezultate in urma reactiei
se stabileste temperatura optimd de hibridizare a primerilor. Tot pentru optimizarea
reactiei se poate varia si timpul etapelor de polimerizare si de extensie finald sau/si
numarul de cicluri de amplificare.

Doua electroforeze ale produsilor unor reactii PCR, in gradient de temperatura sunt
prezentate in continuare. In ambele figuri, se observa clar influenta temperaturii de
hibridizare a primerilor asupra PCR. In figura 13, se observa formarea produsilor de
amplificare nespecifici, pentru primele trei temperaturi de hibridizare. Acest fapt este

datorat hibridizarii nespecifice a primerilor, la nivelul altor situsuri decat cele pentru care



au fost desemnati. Aceeasi situatie este observata si in figura 14, in cazul primelor patru
temperaturi setate. In urma analizei rezultatelor se poate afirma ci temperaturile optime

de hibridizare se incadreaza in intervalul 56 - 60 °C (pentru primul exemplu) si intre 58 si

60 °C (pentru exemplul al doilea).

Figura 13: Reactie PCR in gradient de temperatura. 1 — 52°C; 2 — 52,7°C; 3 — 53,7°C; 4 — 55,1°C; 5 —
57,2°C; 6 — 58,6°C; 7 — 60 °C; 8 — marker de masa moleculard 100 pb.

Figura 14: Reactie PCR in gradient de temperatura. 1 — 52°C; 2 - 52,7°C; 3 - 53,7°C; 4 - 55,1°C; 5
-57,2°C; 6 -58,6°C; 7-59,6°C; 8 — 60 °C; 9 — marker de masa moleculard 50 pb.

IV.2. ,Touch-Down PCR” cu adaugare de adjuvant

Principiul metodei
Aceasta modalitate de amplificare urmareste eliminarea la maxim a produsilor
nespecifici de reactie care apar mai ales in cazul moleculelor de ADN bogate in GC si

datorate in principal supraincolacirilor ADN. Pentru realizarea acestui obiectiv



amplificarea incepe cu cicluri de hibridizare la temperaturi crescute, acestea scazand
treptat catre sfarsitul reactiei. De asemenea, se folosesc ca adjuvanti diverse substante
chimice (ex. DMSO), care au rolul de a se lega in zonele bogate In GC si de a relaxa

supraincolacirile.

Material biologic: probe de ADN genomic.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide, 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR
10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza 5 U/ul;
v) apa ultrapura; vi) dimetil sulfoxid (DMSO); vii) primer sens, 20 uM si primer antisens,
20 uM; wviii) aparat PCR cu gradient de temperaturd; ix) hotd cu flux de aer; Xx)
microcentrifuga; xi) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: 1) tampon de electroforeza TAE 1X
— TRIS 40 mM, acid acetic 40 mM, EDTA 2 mM care se prepara ca solutie 10X si este
diluatd inainte de folosire; ii) tamponul probei care contine albastru de bromfenol 0,3% si
glicerol 30% in TAE 1X; iii) solutie de bromura de etidiu 10 ug/ml; iv) marker de masa
moleculara; v) agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontald pentru acizi nucleici; vii)
sursd de curent; viii) transiluminator UV sau sistem de videodocumentare; ix) plitd cu

incalzire i agitare magnetica.

Mod de lucru

1. Reactivii prezentati in tabelul 7 se adaugd intr-un tub de microcentrifugd pentru
obtinerea amestecului de reactie. Vortexare si centrifugare usoara in vederea unei bune
omogenizari.

2. La 20 ul amestec de reactie se adauga 5 ul ADN purificat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Vortexare si centrifugare usoara.

3. Tuburile se aseaza in aparatul de amplificare §i acesta este programat in

conformitate cu programul prezentat in tabelul 8.



Tabel 7:

Reactivi, cantitatile si concentratiile necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl) si Volum (pl) si Volum (pl) si Volum (pl) si
concentratie concentratie concentratie concentratie
Tampon PCR 2,5 (1X) 2,5 (1X) 2,5 (1X) 2,5 (1X)
10X
MgCl, 1,5 (1,5mM) 1,5 (1,5mM) 1,5 (1,5mM) 1,5 (1,5mM)
dNTP 2 (0,8mM) 2 (0,8mM) 2 (0,8mM) 2 (0,8mM)
DMSO 0 (0%) 0,5 (2%) 1,25 (5%) 2,5 (10%)
ADN polimeraza 0,1 (0,5U) 0,1 (0,5U) 0,1 (0,5U) 0,1 (0,5U)
Primer sens 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM)
Primer antisens 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM) 0,6 (0,4 uM)
Apa ultrapura 12,7 12,2 11,45 10,2
Volum total 20 20 20 20
Tabel 8: Etapele reactiei PCR.
Aparat Timpii si temperaturile de incubare
de PCR Etapa 25 de cicluri 10 cicluri Extindere | Etapa
inifiald 71 cnaturare | Anelare Extindere | Denaturare | Anelare | Extindere | finald finald
GeneAmp | 5 min. | 60 sec. 60 sec. 1 minutsi | 60 sec. 60 sec. 1 minut 1 minut
9700 95°C 63°C* 30 sec 94°C 50°C 72°C 72°C ®
1 ciclu -se scade | 72°C
0,5°C/ 4C
ciclu

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeaza o

pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

electroforeza in gel de agaroza

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in

Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu

o pipeta automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste

electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm) si la temperatura

camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La

finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeazd cu ajutorul unui

transiluminator UV.



Rezultate si discutii

Eficienta reactiei de amplificare depinde de modul in care au fost selectati primerii
si de pozitia de la nivelul macromoleculei de ADN la care acestia hibridizeaza. In cazul
hibridizarii intr-o zona extrem de bogatd in GC, care prezintd un procent mare de
supraincoldciri, chiar i Tn urma optimizarii prin ,,touch-down PCR”, se pot obtine mai
multe benzi de ADN, corespunzatoare mai multor produsi de amplificare.

Metoda este foarte eficienta dacd se porneste de la inceput cu un numar limitat de
amplificari nespecifice. De asemenea, adaugarea adjuvatilor nu este intotdeauna o
necesitate putandu-se incerca doar optimizarea prin variatie de temperatura.

In figura 15 este prezentati o electroforezi a produsilor de amplificare pentru o
reactie ,,Touch-Down PCR” la care s-a adaugat adjuvant.

Se poate observa clar imbunatatirea amplificarii prin obtinerea unui numar din ce
in ce mai scazut de produsi nespecifici si prin intensificarea benzilor determinatd de
cresterea concentratiei produsului de interes. Optimizarea poate conduce pana la

eliminarea totald a produsilor nespecifici de amplificare.

"~‘<H<-<-<
-
- e -

Figura 15: Electroforeza a produsilor obtinuti prin ,,Touch-Down PCR” cu adaugare de adjuvant. 1 —
marker de masa moleculara; 3, 5, 7 — martori negativi, 2, 4, 6, 8 — produsii reactiilor ,,Touch-Down”.
Banda de interes este marcatd cu sageata.



IV.3. Tehnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Principiul tehnicii se bazeaza pe compararea profilelor de restrictie rezultate in
urma digestiei ADN obtinut prin extractie, clonare sau amplificare cu endonucleaze de
restrictie. Eventualele mutatii care apar la nivelul secventei ADN pot crea sau modifica un
situs de restrictie avand drept rezultat obtinerea de fragmente de restrictie diferite.

Enzimele de restrictie, au fost descoperite in urma studierii fenomenului de
rezistentd bacteriand la atacul bacteriofagilor determinat de sinteza unor enzime de
restrictie-modificare cu rol in degradarea materialului genetic fagic si protejarea celui
propriu. Descoperirea, purificarea §i caracterizarea unui numar foarte mare de astfel de
enzime a impus adoptarea unei nomenclaturi universale. Astfel, pentru denumirea lor se
foloseste un cod de trei litere, in format italic, prima litera semnificand genul, iar celelalte
doud specia bacteriana de la care a fost izolatd enzima. (ex: Eco — Escherichia coli). In
unele cazuri, o a patra litera, in format normal, va indica tulpina bacteriana.

Dacda o anumita tulpind bacteriand are mai mult de un sistem de restrictie-
modificare, acestea se vor identifica prin numere romane. (ex. Bg/ I si Bgl II).

Endonucleazele de restrictie sunt enzime care recunosc secvente de ADN
specifice, scurte, recunoasterea fiind urmata de legare si apoi clivare, fie la nivelul
situsului, fie la o distantd oarecare de acesta. Sistemele de restritie-modificare au fost
impartite 1n trei categorii: I, II si III. Categoriile I si III constau in enzime care au atat
functii de restrictie cat si functii de metilare. Ambele tipuri recunosc secvente specifice,
nemetilate, de ADN dublu catenar. Enzimele din categoria I cliveazd ADN intr-o maniera
situs-nespecifica, iar cele din categoria III taie la nivelul unor situsuri specifice situate la o
distantd de 25-27 nucleotide de secventa de recunoastere. In categoria II sunt incluse toate
enzimele cu capacitate de restrictie-modificare (pot indeplini si functia de metilare) care
actioneaza exact la nivelul situsurilor de recunoastere pe care le scindeaza sau modifica.

Experimental, se recomanda ca pentru o anumitd secventd ADN sa se identifice
posibilele situsuri de restrictie caracteristice genotipului normal. Ulterior se verificd daca

mutatiile pe care dorim sa le identificam afecteaza vreunul dintre aceste situsuri. Acestea



pot modifica un situs de restrictie deja existent sau pot genera un situs nou. In abordarea
moderna, tehnica RFLP se realizeaza prin amplificarea zonei de interes prin reactie PCR
si digestia cu enzime de restrictie a ampliconilor obtinufi. Ea poate fi folosita pentru
genotipare individuald, identificarea de polimorfisme normale si patologice si

identificarea profilelor de restrictie ale microorganismelor.

IV.3.1 Diagnostic genetic prin RFLP

A. Diagnosticarea deficientei de adeziune leucocitara bovina

Principiul metodei

Deficienta de adeziune leucocitara bovind (BLAD - Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency) este o boald autozomald recesivd, congenitald, caracterizatd fenotipic prin
infectii bacteriene recurente, intarzierea vindecarii ranilor, crestere neregulatd, fiind
asociata si cu neutrofilie.

Baza moleculard a BLAD este reprezentata de prezenta unei mutatii punctiforme
(adenina trece in guanind) in pozitia 383 de la nivelul ARNm/ADNc care determina
substitutia acidului aspartic cu glicina in pozitia 128 a proteinei de adeziune D128G
(Shuster et al., 1992, Jorgensen et al., 1993, Gerardi, 1996, Meylan et al., 1997).

Vacile afectate de BLAD prezinta ulcere severe la nivelul membranelor mucoase
orale, parodontoza severd, pierderea dintilor, pneumonie cronicd si diaree recurentd sau
cronicd. Ele mor la varste tinere datoritd complicatiilor (Nagahata et al., 1993, 1997,
Ackermann et al., 1996, Ribeiro et al., 2000).

Pentru diagnosticare s-au desemnat primeri specifici cu ajutorul carora se poate
amplifica zona in care a fost detectatd mutatia care duce la aparifia maladiei. Produsul de
amplificare obtinut, care contine situsul la care poate aparea mutatia, este supus digestiei
cu ajutorul enzimei de restrictie 7aq I. Fragmentele rezultate in urma clivarii sunt
vizualizate prin electroforezd in gel de agaroza si apoi analizate pentru stabilirea

genotipurilor.



Material biologic: probe de ADN genomic extrase de la exemplare de bovine.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide, 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR
10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza 5 U/ul;
v) apa ultrapura; vi) primer sens CCTTCCGGAGGGCCAAGGGCT, 20 uM si primer
antisens CTCGGTGATGCCATTGAGGGC, 20 uM; wvii) aparat PCR; viii)
microcentrifugad; ix) agitator.

Reactivi pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie: 60 mM TRIS-HCI,
I mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) pH 7,5; i1) albumina serica bovina
(BSA) acetilata 10 pg/ul; 1ii) endonucleaza de restrictie Tag I 10 U/ul; 1v)
microcentrifugd; v) agitator; vi) termobloc.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: i) tampon de electroforeza TAE 1X
— TRIS 40 mM, acid acetic 40 mM, EDTA 2 mM care se prepara ca solutie 10X si este
diluat Tnainte de folosire; i1) tamponul probei care contine albastru de bromfenol 0,3% si
glicerol 30% in TAE 1X; iii) solutie de bromura de etidiu 10 ug/ml; iv) marker de masa
moleculara; v) agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontald pentru acizi nucleici; vii)

sursd de curent; viii) transiluminator UV 1x) plita cu incélzire si agitare magnetica;

Mod de lucru

Amplificarea prin PCR

1. Reactivii prezentati in tabelul 9 se amestecd intr-un tub de microcentrifuga
pentru a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

2. Se adauga 20 ul din amestecul de reactie in cate un tub de centrifuga 200 ul
pentru fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5 ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se aseaza in aparatul PCR si acesta se programeaza in conformitate cu

programul prezentat in tabelul 10.



Tabel 9: Reactivi si cantitati necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgCl, 1,5
dNTP 2
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,2
Primer antisens 0,2
Apa ultrapura 13,5
Volum total 20

Tabel 10: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat | Etapa 45 de cicluri Extensie
de PCR | initiala Denaturare Anelare Extindere | finala
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 15 minute
9700 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C
1 ciclu 1 ciclu

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactieci PCR se realizeazd o electroforeza in gel de agaroza

pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4. Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se
incarca in godeuri. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul

migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Reactia de restrictie

1. Se pipeteaza reactivii prezentati in tabelul 11 intr-un tub de microcentrifuga

pentru a obtine amestecul de restrictie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

Etapa

finala

4°C



2. Digestia se desfasoara la 37°C, timp de 3 ore. Deoarece enzima Taq [ este

termostabild, reactia de restrictie se poate desfasura si 2 ore la 65°C.

Tabel 11: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 15
Tag 1 1,5
Apa deionizata 1
Volum total 20

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produsilor rezultati in
urma digestiei cu enzime de restrictie

Dupa terminarea reactiei de restrictie se realizeazd o electroforezd in gel de
agaroza pentru vizualizarea produsilor.

Gelul de agaroza 3% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de restrictie se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu o
pipetd automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm) si la temperatura
camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La
finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeazd cu ajutorul unui

transiluminator UV.

Rezultate si discutii

Pentru diagnosticarea deficientei de adeziune leucocitard bovina produsul PCR,
avand marimea de 134 pb, a fost supus digestiei cu enzima de restrictie 7aqg I. Situsul de
restrictie al enzimei este T| CGA.

Genotipul homozigot normal prezintd doud benzi, de 108 si 26 pb, datorita

existentei situsului de restrictie al Taqg I 1a nivelul fragmentului amplificat.



In cazul aparitiei mutatiei punctiforme care declanseaza maladia (A/G) situsul de
restrictie este modificat. Astfel, genotipul heterozigot purtator, care poseda o copie
normald si una mutanta a genei, prezinta trei benzi de 108, 26 si 134 pb, iar cel homozigot
recesiv o singurd banda de 134 pb (Figura 16).

In practica, prin analiza profilelor de restrictie se pot identifica indivizii purtitori,

afectati sau normali, realizandu-se astfel diagnosticarea diferitelor efective de animale.

Figura 16: Electroforeza pentru evidentierea produsilor de restrictie in vederea diagnosticarii BLAD. 1 —
martor negativ; 2, 3 — indivizi purtatori; 4, 5, 6 — indivizi homozigoti normali; 7 — fragment nedigerat; 8 —
marcher de masa moleculara 50 bp (Promega).

B. Diagnosticarea deficientei in uridin-monofosfat sintaza bovina

Principiul metodei

Deficienta in uridin 5’monofosfat sintaza (DUMPS - Deficiency of Uridine
Monophosphate Synthase) este o maladie genetica care afecteaza biosinteza pirimidinelor
si se transmite autozomal recesiv (Shanks, 1992, Kuhn, 1994).

Uridin 5’monofosfat sintaza catalizeaza conversia acidului orotic in UMP. UMP
este precursorul tuturor pirimidin nucleotidelor precum §i un constituent normal in laptele
de vaca (Shanks, 1989). Ca atare, enzima este absolut necesara pentru sinteza de novo a

pirimidin nucleotidelor, componente ale ADN si ARN.



Cresterea si dezvoltarea homozigotilor purtdtori ai acestei maladii este oprita,
ducand la moartea embrionului in a 40 zi post-conceptie (Shanks, 1990, Robinson, 1993).
Animalele heterozigote sunt purtatoare ale alelei care cauzeaza aparitia DUMPS (Harlizius,
1996). Jumatate din urmasii rezultagi din imperecherea dintre animale heterozigote si
animale normale sunt normali, cealaltd jumatate sunt purtitori. Purtatorii genei mutante
sunt identificati prin testarea activitatii enzimei uridin 5’monofosfat sintaza eritrocitara.
Activitatea acestei enzime in ficat, splind, rinichi, muschi si glanda mamara este mai
scazutd (Shanks 1990), reprezentdnd aproximativ jumatate din activitatea normala
(Robinson, 1990).

In urma numeroaselor cercetiri s-a determinat secventa genei care codifica pentru
uridin 5’monofosfat sintazd si s-au pus la punct teste de diagnostic pentru indivizii
purtatori. Genotipic, DUMPS este cauzata de o mutatie punctiforma (C trece in T) la
nivelul codonului 405, in exonul 5 (Viana, 1998) al genei care codificd enzima.

Pentru diagnosticarea prezentei mutatiei punctiforme s-au desemnat primeri specifici
cu ajutorul carora se poate amplifica zona de interes. Produsul de amplificare obtinut, care
contine situsul la care poate aparea mutatia, este supus digestiei cu ajutorul enzimei de
restrictie Ava I. Fragmentele rezultate in urma clivarii sunt vizualizate prin electroforeza in

gel de agaroza si apoi analizate pentru stabilirea genotipurilor.

Material biologic: probe de ADN genomic extrase de la exemplare de bovine din
diferite rase.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide, 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR
10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza 5 U/ul;
v) apa ultrapurd; vi) primer sens GCAAATGGCTGAAGAACATTCTG, 20 uM si primer
antisens GCTTCTAACTGAACTCCTCGAGT, 20 uM; vii) aparat PCR; viii)
microcentrifugad; ix) agitator.

Reactivi si aparatura pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie: 60

mM TRIS-HCIL, 1 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) pH 7,5; ii)



albumind serica bovina (BSA) acetilatd 10 pg/ul; ii1) endonucleaza de restrictie Ava 1
10U/ul; 1v) termobloc; v) microcentrifuga; vi) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: i) tampon de electroforeza TAE 1X
— TRIS 40 mM, acid acetic 40 mM, EDTA 2 mM care se prepara ca solutie 10X si este
diluat Tnainte de folosire; i1) tamponul probei care contine albastru de bromfenol 0,3% si
glicerol 30% in TAE 1X; iii) solutie de bromura de etidiu 10 ng/ml; iv) marker de masa
moleculara; v) agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontald pentru acizi nucleici; vii)

sursd de curent; viii) transiluminator UV ix) plita cu incélzire si agitare magnetica.

Mod de lucru
Amplificarea prin reactie PCR
1. Se amesteca reactivii prezentati in tabelul 12 intr-un tub de microcentrifuga

pentru a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

Tabel 12: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
dNTP 2
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,2
Primer antisens 0,2
Apa ultrapura 13,5
Volum total 20

2. Din amestecul de reactie se adaugda 20 ul in cate un tub de centrifugd pentru
fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se aseaza in aparatul PCR. Se programeaza aparatul PCR la parametrii

prezentati in tabelul 13.



Tabel 13: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat Etapa 45 de cicluri Extensie Etapa
dePCR |. .. . - < <
initiala Denaturare Anelare Extindere | finala finala
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 15 minute
9700 95°C 95°C 58°C 72°C 72°C 0
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeaza o electroforeza in gel de agaroza
pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul 11.4. Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se
incarca in godeuri. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul
migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Reactia de restrictie

1. Intr-un tub de microcentrifuga se adauga reactivii din tabelul 14 pentru a obtine
amestecul de restrictie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

2. Digestia se desfasoara la 37°C, timp de 3 ore.

Tabel 14: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 15
Ava I 1,5
Apa deionizata 1
Volum total 20




Electroforeza in gel de agarozda in vederea vizualizarii produgsilor rezultati in urma
digestiei cu enzime de restrictie

Dupa terminarea reactiei de restrictie se realizeaza o electroforezd in gel de
agaroza pentru vizualizarea produsilor.

Gelul de agaroza 3% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de restrictie se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu o
pipetd automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm) si la temperatura
camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La
finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeazd cu ajutorul unui

transiluminator UV.

Rezultate si discutii
Pentru diagnosticarea DUMPS produsul PCR, avand marimea de 110 pb, a fost
supus digestiei cu enzima de restrictie Ava [I. Situsul de restrictie al enzimei este

C|(T/C)CG(A/G)G.

Figura 17: Electroforeza pentru evidentierea produsilor de restrictie in vederea diagnosticarii DUMPS. 1
— 7: indivizi homozigoti normali; 8 — marcher de masa moleculara 50 bp (Promega).

In mod normal la nivelul fragmentului amplificat exista doud situsuri de restrictie

deci genotipul homozigot normal prezinta trei benzi de 54, 36 si 20 pb (Figura 17). In



cazul aparitiei mutatiei punctiforme care declanseaza maladia (C/T), unul dintre cele doua
situsuri de restrictie este modificat.

Astfel individul heterozigot purtator (una dintre cele doud copii ale genei este
normald, iar cealaltd mutantd) va prezenta patru benzi de 90, 54, 36 si 20 pb, iar cel
homozigot recesiv doud benzi de 90 si 20 pb.

Prin analiza profilelor de restrictie se pot identifica indivizii purtdtori, afectati sau

normali, realizandu-se astfel diagnosticarea efectivelor de animale analizate.

I1V.3.2 Evidentierea unor polimorfisme ADN prin tehnica RFLP

A. Evidentierea polimorfismului genei care codifica pentru pg-lactoglobulina la

bovine

B-lactoglobulina este una dintre cele mai importante proteine din laptele
mamiferelor. Proteinele sunt sintetizate de celulele epiteliale ale glandelor mamare si
joaca un rol crucial 1n asigurarea calitatii laptelui. Ele au un rol important in coagularea
laptelui, element esential in producerea branzeturilor si a untului, si confera valoare
nutritiva lactatelor.

Pana acum au fost descoperite 11 variante genetice care codifica forme diferite ale
proteinei B-lactoglobulind, expresia acestora influentand calitatea laptelui: A, B, C, D, E,
F, G, H, I, J st W. Variantele A si B prezintd cel mai mare interes, deoarece au fost
asociate cu performantele de productie a laptelui si de asemenea cu procesarea eficienta si
calitatea acestuia. Exemplarele homozigote BB furnizeaza un lapte bogat in grasime si in
proteine, foarte valoros in procesul de fabricare a branzeturilor, in timp ce exemplarele
homozigote AA dau lapte cu un procent mic de grasime, dar in cantitate mai mare.

Metoda isi propune identificarea alelelor A si B ale genei care codifica pentru f-

lactoglobulind. Pentru analiza polimorfismului genei s-au desemnat primeri specifici cu



ajutorul carora se poate amplifica zona in care a fost detectatd mutatia punctiforma
responsabild de aparifia variantelor genetice.

Produsul de amplificare obtinut, care contine situsul la care poate aparea mutatia,
este supus digestiei cu enzima de restrictie Hae I1I. Fragmentele rezultate in urma clivarii
sunt vizualizate prin electroforezd in gel de agaroza si apoi analizate pentru stabilirea

genotipurilor.

Material biologic: probe de ADN genomic.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide 10 mM din fiecare (ANTP); 1i) clorurda de magneziu 25 mM; iii) tampon
PCR 10X - 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, pH 8,3; iv) polimeraza ADN 5 U/ul; v) apa
ultrapurd; vi) primer sens GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA 20 uM; vi) primer
antisens CCCAGGACACCGGCTCCCGGTATAT 20 uM; vii) aparat de PCR; wviii)
microcentrifugad; ix) agitator.

Reactivi si aparatura pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie - 60 mM
TRIS-HCI, 1 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) pH 7,5; ii) albumina
sericd bovind (BSA) acetilata 10 pg/ul; ii1) endonucleaza de restrictie Hae 111 10U/ul; iv)
termobloc; v) microcentrifugd; vi) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: i) tampon de electroforeza: TAE 1X —
TRIS 0,040 M, acid acetic 0,040 M, EDTA 0,002 M. Se prepara sub forma unei solutii 10X
care este apoi diluatd; ii) tamponul probei: albastru de bromfenol 0,3%, glicerol 30% in
TAE 1X; 1i1) solutie de bromura de etidiu 10 ug/ml; iv) marcher de masa moleculard; v)
agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontala pentru acizi nucleici; vii) sursa de curent; viii)

transiluminator UV viii) plitd cu incalzire si agitare magnetica.

Mod de lucru
Amplificarea prin PCR
1. Intr-un tub de microcentrifugd se amestecd reactivii prezentati in tabelul 15

pentru a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugheaza usor.



Tabel 15: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
dNTP 2
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,2
Primer antisens 0,2
Apa ultrapura 13,5
Volum total 20

2. In tuburi de centrifugd de 200 ul se pun 20 ul din amestecul de reactie pentru
fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se ageaza in aparatul PCR, iar acesta se programeaza dupa parametrii

prezentati in tabelul 16.

Tabel 16: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat Etapa 45 de cicluri Extensie Etapa
dePCR |. .. . - < <
initiala Denaturare Anelare Extindere | finala finala
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 15 minute
9700 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C 0
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactieci PCR se realizeazd o electroforeza in gel de agaroza
pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in

Capitolul II, protocolul I1.4.



Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri. Se
conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste electroforeza.
Migrarea se desfasoara la tensiune constanta si la temperatura camerei, timp de 40 — 50 de
minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul migrarii, vizualizarea
benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Reactia de restrictie

1. Reactivii prezentati in tabelul 17 se adauga intr-un tub de microcentrifuga pentru
a obtine amestecul de restrictie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

2. Digestia se desfasoara la 37°C, timp de 3 ore.

Tabel 17: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 16
Hae 111 1,5
Volum total 20

Electroforeza in gel de agarozd in vederea vizualizarii produgsilor rezultati in urma
digestiei cu enzime de restrictie

Dupa terminarea reactiei de restrictie se realizeazd o electroforezd in gel de
agaroza pentru vizualizarea produsilor.

Gelul de agaroza 3% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de restrictie se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu o
pipetd automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm) si la temperatura
camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La
finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeazd cu ajutorul unui

transiluminator UV.



Rezultate si discutii

Pentru identificarea alelelor A si B ale genei care codifica pentru B-lactoglobulina
la bovine, produsul PCR, avand marimea de 262 pb, a fost supus digestiei cu enzima de
restrictie Hae 111 care recunoaste situsul palindromic format din patru nucleotide GG |CC.

Genotipul AA va prezenta douda benzi de 153 si 109 pb deoarece la nivelul
fragmentului amplificat existd un situs de restrictie Hae [II, corespunzator alelei A a
genei. Prezenta mutatiei punctiforme (T/C) genereazd un nou situs de restrictie iar
varianta genei care prezintd aceastd mutatie corespunde alelei B. Genotipul BB va
prezenta trei benzi de 109, 79 si respectiv 74 pb.

Daca se foloseste separarea prin electroforeza in gel de agaroza standard, benzile
de 79 si 74 pb migreaza impreuna, fiind foarte apropiate ca marime, si nu vor putea fi clar
separate si evidentiate. Ca atare, la vizualizarea gelului, se va observa in locul acestora o
singura banda. Deci, in cazul genotipului BB se vor evidentia practic doar doud benzi, una
la 109 pb si alta pentru 74/79 pb. Din aceste considerente genotipul heterozigot AB va
prezenta trei benzi cu marimea de 153, 109 si 74/79 pb (Figura 18).

Analiza profilelor de restrictie permite identificarea genotipurilor AA, AB si BB

pentru toate exemplarele bovine supuse analizei.

Figura 18: Electroforeza pentru evidentierea produsilor de restrictie in vederea evidentierii alelelor A si B
ale genei codificatoare pentru B-lactoglobulind la bovine. 1 — martor negativ; 2, 4 — genotip BB; 3, 5 —
genotip AB; 6 — fragment netdiat; 7 — marcher de masa moleculara 50 bp (Promega).



B. Analiza polimorfismului locusului Extension la cabaline

Principiul metodei

La mamifere, melanina este principalul pigment sintetizat de organism. Ea apare
sub forma de granule la nivelul unor celule specializate numite melanocite. Variatiile de
culoare ale robei la cai sunt datorate expresiei unor gene care, ai caror produsi, prin
activitatea lor, controleaza tipul pigmentului din melanocite si/sau forma, numarul ori
aranjamentul granulelor de pigment. Melanina apare in doud forme moleculare:
eumelanina, de culoare neagra sau brund, si pheomelanina, de culoare rosie sau galbena.
Se considera ca genele de la nivelul locilor Extension si Agouti, care controleaza
echilibrul dintre eumelanind si pheomelanina, sunt responsabile de aparitia culorilor de
baza roiba si neagra (Bowling, A.T., Ruvinsky, A., The Genetics of the Horse, 2000).

In acest context, receptorul pentru melanocortini (MCI1R), codificat de gena
MCIR (locusul Extension), si peptida sa antagonistd, proteina de semnalizare Agouti
(ASIP — Agouti Signaling Protein), codificatd de gena ASIP (locusul Agouti), controleaza
cantitatea si tipul de melanina din melanocite.

Deci, culoarea roiba apare la cai in urma interactiei dintre genele ASIP si MCIR.
Marklund si colaboratorii au descoperit in 1996 o mutatie la nivelul genei MCIR care
determind sinteza unui receptor defectiv. Aceastd proteind este localizatd in membrana
melanocitelor si are rolul de a lega hormonul care stimuleaza activarea melanocitelor. La
indivizii unde mutatia lipseste, procesul de stimulare determina producerea de eumelanina
in detrimentul pheomelaninei.

In cazul aparitiei mutatiei, proteina receptor defectivd nu isi mai poate indeplini
rolul biologic de legare a hormonului stimulator si nu mai poate induce producerea de
eumelanind. In consecinti, la nivelul melanocitelor, se produce si se acumuleazi
pheomelanind, aceasta determinand aparifia culorii roibe. Mutatia responsabild de aceste
modificari consta in inlocuirea unei citozine cu timina, aceasta conducand la substituirea

fenilalaninei din secventa proteica normald cu serina. Deci, pentru aparitia culorii roibe



este necesara prezenta genotipului homozigot recesiv (ee) la nivelul locusului Extension si
genotipurilor homozigot dominant (AA) sau heterozigot (Aa) la nivelul locusului Agouti.
Stabilirea genotipurilor de la nivelul locusului Extension se realizeaza prin tehnica
RFLP. Au fost desemnati primeri care sa flancheze regiunea unde poate sa apara mutatia
punctiforma la nivelul genei MCIR, iar ampliconii sunt supusi digestiei enzimatice cu
endonucleaza de restrictie Tag I. Produsii de restrictie sunt fost ulterior analizati folosind

electroforeza in gel de agaroza.

Material biologic: probe de ADN genomic extrase de la cabaline din diferite rase.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR 10X
care confine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza 5 U/ul; v) apa
ultrapurda; vi) primeri sens CCTACCTCGGGCTGACCACCAA si  antisens
GAGAGGAGACTAACCACCCAGATG; vii) aparat PCR; viii) centrifuga; ix) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: i) tampon de electroforeza: TAE 1X —
TRIS 0,040 M, acid acetic 0,040 M, EDTA 0,002 M. Se prepara sub forma unei solutii 10X
care este apoi diluatd; ii) tamponul probei: albastru de bromfenol 0,3%, glicerol 30% in
TAE 1X; ii1) solutie de bromura de etidiu 0,5ug/ml; iv) marker de masa moleculard; v)
agaroza; vi) tanc de electroforeza orizontala pentru acizi nucleici; vii) sursa de curent; viii)
transiluminator UV ix) plita cu incdlzire si agitare magnetica.

Reactivi si aparatura pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie care
contine 60 mM TRIS-HCI, 1 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) — pH
7,5; 11) albumina serica bovind (BSA) acetilatd 10 pg/ul; iii) endonucleaza de restrictie Tag

1 10U/ul; 1v) termobloc; v) microcentrifuga; vi) agitator.

Mod de lucru
Amplificarea prin PCR
1. Intr-un tub de microcentrifuga se adauga reactivii prezentati in tabelul 18 pentru

a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.



Tabel 18: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
dNTP 2
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,5
Primer antisens 0,5
Apa ultrapura 12,9
Volum total 20

2. Din amestecul de reactie, in cate un tub de centrifuga 200 pul, se adauga 20 ul
pentru fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se aseaza in aparatul PCR, iar acesta se programeaza la parametrii

prezentati in tabelul 19.

Tabel 19: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat Etapa 42 de cicluri Extensie Etapa
dePCR |. .. . - < <
initiala Denaturare Anelare Extindere | finala finala
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 10 minute
9700 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C o0
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeazd o electroforeza in gel de agaroza

pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in

Capitolul II, protocolul I1.4. Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se



incarca in godeuri. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul
migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Reactia de restrictie

1. Intr-un tub de microcentrifuga se adauga reactivii din tabelul 20 pentru a obtine
amestecul de restrictie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

2. Digestia se desfasoard la 37°C, timp de 3 ore. Tinand cont cd enzima este

termostabild se poate realiza si o incubare de doar 2 ore la 65°C.

Tabel 17: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 16
Tag 1 1,5
Volum total 20

Electroforeza in gel de agarozda in vederea vizualizarii produgsilor rezultati in urma
digestiei cu enzime de restrictie

Dupa terminarea reactiei de restrictie se realizeazd o electroforezd in gel de
agaroza pentru vizualizarea produsilor.

Gelul de agaroza 3% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4.

Produsii de restrictie se amesteca cu tamponul probei si se incarca in godeuri cu o
pipetd automatd. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm) si la temperatura
camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La
finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeazd cu ajutorul unui

transiluminator UV.



Rezultate si discutii

Situsul de restrictie pentru Tag I este T|CGA. In cazul alelei prezentei alelei E nu
existd un situs activ de restrictie pentru Tagq [, iar fragmentul amplificat ramane netdiat si
are lungimea de 459 pb. In cazul alelei e are loc inlocuirea citozinei cu timina si activarea
unui situs de restrictie pentru 7aq I ceea ce duce la clivarea fragmentului initial n doua
fragmente de 184, respectiv 275 pb. Astfel, genotipul EE va prezenta o singurd banda la
459 pb, genotipul ee doud benzi la 275 si 184 pb, iar genotipul Ee trei benzi de 459, 275 si
184 pb (Figura 19).

Figura 19: RFLP pentru analiza locusului Extension: 1 — marker de masa molecularda 100 bp (Promega); 2
— fragment netdiat; 3, 6, 7 — genotip ee; 4 — genotip EE; 5, 8 — genotip Ee.

1V.3.3 Identificarea speciei utilizind tehnica RFLP

A. Identificarea speciilor de sturioni din genurile Acipenser si Huso

Principiul metodei

Aceastda metoda permite identificarea speciilor de sturioni prin amplificarea unei
regiuni din genomul mitocondrial (ARN,“"/ citocrom b) Pentru diferentierea intre speciile
de sturioni produsul PCR de 462 pb a fost digerat cu diferite endonucleaze rezultand

profile de restrictie specie — specifice. Metoda permite diferentierea intre 10 specii de



sturioni apartinand genurilor Acipenser si Huso si prezinta utilitate practica prin faptul ca

poate fi aplicatd pentru verificarea provenientei loturilor de caviar.

Material biologic: probe de ADN genomic extrase de la sturioni din specii diferite.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR 10X
care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza; v) apa
ultrapurd; vi) primer sens AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTA 20 uM; vii) primer
antisens GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 20 uM; wviii) aparat PCR; xi)
microcentrifugad; x) agitator.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: 1) tampon de electroforeza: TAE 1X —
TRIS 0,040 M, Acid acetic 0,040 M, EDTA 0,002 M. Se prepara sub forma unei solutii
10X; i1) tamponul probei: albastru de bromfenol 0,3%, glicerol 30% in TAE 1X; iii) solutie
de bromura de etidiu 10 ug/ml; iv) marker de masa moleculard; v) agaroza; vi) tanc de
electroforeza orizontald pentru acizi nucleici; vii) sursd de curent; viii) transiluminator UV;
1x) plita cu incélzire si agitare magnetica.

Reactivi si aparatura pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie care
contine 60 mM TRIS-HCI, 1 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) — pH
7,5; 11) albumina serica bovind (BSA) acetilata 10 pg/ul; i11) endonucleazele de restrictie

Rsa I'si Tru9 I 10U/ul; iv) termobloc; v) microcentrifuga; vi) agitator.

Mod de lucru

Amplificarea prin reactie PCR

1. Intr-un tub de microcentrifugd se amestecd reactivii prezentati in Tabelul 18
pentru a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

2. Se adauga 40 ul din amestecul de reactie in cate un tub de centrifuga 200 ul
pentru fiecare exemplar testat. Se vor amplifica probe de ADN genomic provenind de la

speciile Acipenser stellatus si Huso huso.



3. Se adaugda 10 ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat
corespunzator (circa 60 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.
4. Tuburile se aseaza 1n aparatul de PCR, iar acesta se programeaza la parametrii

prezentati in Tabelul 19.

Tabel 18: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 5
dNTP 4
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,2
Primer sens 1
Primer antisens 1
Apa ultrapura 25,8
Volum total 40
Tabel 19: Etapele reactiei PCR.
Timpii si temperaturile de incubare
Aparat | Etapa 45 de cicluri Extensie Etapa
de PCR | initiala Denaturare Anelare Extindere | finala finala
GeneAmp | 10 minute 30 sec. 30 sec. 1 minut 10 minute
9700 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C ©
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeazd o electroforeza in gel de agaroza
pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4. Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se
incarca in godeuri. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul

migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.



Reactia de restrictie

1. Se vor realiza doua reactii de restrictie diferite pentru probele amplificate
apartinand ambelor specii. Se prepard separat amestecurile de reactie respectand
indicatiile din Tabelele 20 si 21. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

2. Pentru ambele reactii de restrictie, digestia se desfasoara la 37°C, timp de 3 ore.

Tabel 20: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 16
Tru9 1 1,5
Volum total 20

Tabel 21: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 2
BSA acetilata 0,5
Produs PCR 16
Rsal 1,5
Volum total 20

Electroforeza in gel de agarozda in vederea vizualizarii produgsilor rezultati in urma
digestiei cu enzime de restrictie

Dupa terminarea reactiei de restrictie se realizeazd o electroforezd in gel de
agaroza pentru vizualizarea produsilor.

Gelul de agaroza 3,5% se prepard in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul II.4. Produsii de restrictie se amesteca cu tamponul probei si se
incarca in godeuri cu o pipetd automatad. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de
curent si se porneste electroforeza. Migrarea se desfasoara la tensiune constantd (3 V/cm)
si la temperatura camerei, timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor
amplificate. La finalul migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul

unui transiluminator UV.



Rezultate si discutii

Platru identificarea corectd a speciilor de sturioni din Marea Neagra au fost alese
trei enzime de restrictie: Rsa I si Tru 91. Digestia fragmentului ARN""/ citocrom b cu
cele doud enzime de restrictie, urmata de electroforeza in gel de agaroza 3,5% conduc la
obtinerea unor profile electroforetice caracteristice fiecarei specii analizate. Fragmentele
mai mici de 50 pb nu au putut fi separate prin electroforeza. Situsul de restrictie pentru
Tru 91 este 5T | TAA 3, iar pentru Rsa [ este 5’GT|AC3’.

La Acipenser stellatus, in urma digestiei produsului PCR cu enzima de restrictie
Tru 91, se obtin trei fragmente de 387, 66 si 9 pb, dintre care doar primele doud vor putea
fi evidentiate. La Huso huso, digestia produsului de amplificare cu enzima Tru 91,
determind aparifia a patru fragmente, de 292, 95, 66 si 9 pb. Pe gelul de agaroza se
evidentiaza trei din cele patru fragmente, si anume de 292, 95 si 66 pb (Figura 20).

'8 Huso huso, in urma digestiei produsului PCR cu enzima Rsa I, s-au obtinut trei
fragmente, de 317, 112 si 33 pb. La Acipenser stellatus, fragmentul ARN,""/ citocrom b a
ramas intact dupa incubarea cu Rsa [ deoarece la nivelul acestuia nu existd situsuri de

restrictie ale enzimei (Figura 21).

Acipenser stellatus  Huso huso

m 1 2 3 4 5 6 M

66 pb

95 pb

292 pb

387 vb

Figura 20: Profilul electroforetic dupd digestia fragmentului ARN,""/ citocrom b cu enzima de restrictie
Tru 9 I la Acipenser stellatus si Huso huso. M — marker de masa moleculara 50 bp (Promega); 1, 2, 3 —
fragmente de 387 si 66 pb caracteristice pentru Acipenser stellatus; 3, 4, 5 — fragmente de 292, 95 si 66 pb
caracteristice pentru Huso huso.



Acipenser stellatus  Huso huso
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Figura 21: Profilul electroforetic dupa digestia fragmentului ARN,“"/ citocrom b cu enzima de restrictie
Rsa I la Acipenser stellatus si Huso huso. 1— marker de masd moleculara 50 bp (Promega); 2, 3, 4, 5 —
fragment de 462 pb caracteristice pentru Acipenser stellatus; 6, 7, 8 — fragmente de 317 si 112 pb
caracteristice pentru Huso huso.

IV.4. Tehnica de analiza a fragmentelor marcate fluorescent

IV.4.1 Identificarea deletiilor folosind tehnica analizei fragmentelor marcate

fluorescent (diagnosticarea imunodeficientei severe combinate la cabaline)

Principiul metodei

SCID (Severe Combined Immunodeficiency) este o maladie autozomal recesiva
intalnitd la mamiferele superioare, inclusiv la om. La cai boala este cauzata de o deletie de
cinci perechi de baze la nivelul genei care codifica subunitatea catalitica a protein kinazei
ADN dependente si a fost raportatd numai la rasa Pur Sange Arab. Maladia se
caracterizeazd printr-o diminuare severd a numarului de limfocite B si T si prin lipsa
sintezei de anticorpi. Boala se manifestd numai in cazul homozigotilor recesivi.

Conform Shin et al. (1997), in cazul aparitiei deletiei are loc o deplasare a cadrului
de citire care va duce la activarea unui codon STOP (codonul TAA) avand drept rezultat
sinteza unei proteine trunchiate care nu-si poate indeplini functia biologica (Figura 22).

Imunodeficienta severa combinata este datoratd unei deletii de 5 perechi de baze la

nivelul genei care codifica subunitatea catalitica a protein-kinazei ADN dependente si



poate fi diagnosticatd cu ajutorul tehnicii PCR, urmata de o electroforeza capilara a

fragmentelor amplificate si detectie fluorescenta a acestora.

30 60 70 20 30 100 110
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Figura 22: Secventa partiald a fragmentului amplificat in vederea diagnosticarii SCID, situsul de 5
nucleotide care sunt deletate in cazul prezentei maladiei si codonul STOP activat in urma deletiei.

Pentru aceasta se foloseste o pereche de primeri marcati fluorescent cu colorantul
6-FAM in scopul amplificarii fragmentului care poate contine mutatia. Produsii reactiei
de amplificare sunt apoi supusi unei electroforeze capilare in prezenta unui marker de

masa moleculara si acesta marcat cu un fluorocrom.

Material biologic: probe de ADN genomic extrase de la cabaline din diferite rase.

Reactivi si aparatura: 1) amestec de deoxinucleotide 10 mM din fiecare; ii)
clorurd de magneziu 25mM; iii) tampon PCR 10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500
mM KCI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/ul; v) apa ultrapura; vi)
primer sens 6-FAM-GCAAAAGGAGACAGAATT 20uM; vii) primer antisens
TGATGATGTCATCCCAGA 20 uM; viii) standard de masa moleculara ,,Gene-Scan-500
ROX Size Standard”; ix) formamida deionizata; x) aparat PCR; xi) analizator genetic

automat; xii) microcentrifuga; xiii) agitator; xiv) termobloc.

Mod de lucru
1. Pentru obtinerea amestecului de reactie se respectd indicatiile prezentate in
tabelul 22. Reactivii se introduc intr-un tub de centrifugd de 0,5 ml care se vortexeaza si

se centrifugeaza usor.



Tabel 22: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
dNTP 2
ADN Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,6
Primer antisens 0,6
Apa ultrapura 12,7
Volum total 20

2. Un volum de 20 pl din amestecul de reactie se repartizeaza in cate un tub de
centrifugad 200 ul pentru fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5 ul ADN de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator (circa

30-40 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se aseaza 1n aparatul de PCR, iar acesta este programat la paramatrii

prezentati in tabelul 23.

Tabel 23: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat de
PCR Etapa 30 de cicluri Extensie Etapa
initiala finala finala
Denaturare | Hibridizare | Extindere
o0
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 50 minute | 4o
9700 95°C 95°C 53°C 72°C 72°C
1 ciclu 1 ciclu

Dupa realizarea reactiei PCR probele se pregatesc pentru detectarea fragmentelor
amplificate:

1. Se amesteca 0,5 ul produs de amplificare cu 0,5 ul din standardul de masa
moleculara Gene-Scan-500 ROX Size Standard si 13 ul formamida deionizata.

2. Imediat inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora
prin incalzire la 95°C si apoi racirea brusca pe gheata.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat ABI Prism 310.



Rezultate si discutii

In urma electroforezei capilare fragmantele rezultate sunt prelucrate cu ajutorul
programelor GeneScan Analysis si Genotyper (Applied Biosystems). Prelucrarea consta in
atribuirea fiecarei alele a unei marimi 1n perechi de baze cu ajutorul careia poate fi
individualizata si ulterior analizati. In functie de mirimea fragmentelor de amplificare
obtinute se poate stabilii cu certitudine daca individul analizat este sanatos, purtitor sau
bolnav.

Astfel, pentru un individ homozigot normal se obfine un singur semnal cu marimea
de 235 pb (Figura 23), in cazul individului homozigot purtitor se vor obtine doud
semnale, unul la 235 pb si altul la 230 pb (datorita deletiei de 5 pb), iar daca individul
analizat este homozigot recesiv se va evidentia un singur semnal la 230 pb. Semnalul este

datorat prezentei a doua alele identice ca marime, suprapuse.
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Figura 23: Profilele pentru trei exemplare din rasa Pur Sange Arab diagnosticate normale pentru SCID.



IV.4.2 Identificarea insertiilor folosind tehnica analizei fragmentelor marcate

fluorescent (diagnosticarea Epidermolizei jonctionale severe la cabaline)

Principiul metodei

JEB (Junctional Epidermolysis Bullosa) este o maladie autozomala cauzata de
insertia unei citozine la nivelul genei LAMC?2 care codifica subunitatea y2 a lamininei 5
(proteina implicata in adeziunea celulard). Insertia duce la decalarea cadrului de citire si la
sinteza unei proteine defective (Milenkovic et al., 2003). Boala a fost descoperita la caii
de tractiune din Franta si Belgia. Se manifestd prin aparitia unor jonctiuni dermo-
epidermale anormale care au drept consecintd o fragilitate a tegumentului si mucoaselor.
Indivizii heterozigoti, purtatori ai genei defective, nu manifestd simptomele bolii, dar o
pot transmite in descendenta.

Pentru a pune la punct o metodd de diagnostic au fost folositi primeri care
flancheaza regiunea care poate contine inserfia, primerul sens fiind marcat cu colorantul
fluorescent 6-FAM. Produsii de amplificare sunt supusi ulterior electroforezei capilare cu

detectie in fluorescentd, in prezenta unui standard de masa moleculara.

Material biologic: probe de ADN genomic extras de la cabaline din diferite rase.

Reactivi si aparatura: 1) amestec de deoxinucleotide 10 mM din fiecare; ii)
clorurd de magneziu 25mM; iii) tampon PCR 10X care contine 100 mM TRIS-HCI, 500
mM KCI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/ul; v) apa ultrapurd; vi)
primer sens 6-FAM — TGTTACTCAGGGGATGAGAA 20 pM; vii) primer antisens
CTGGGGGCAGTTATTGCAC 20 uM; viii) standard de masa moleculara ,,Gene-Scan-
500 ROX Size Standard”; ix) formamida deionizata; x) aparat PCR; xi) analizator genetic

automat; xii) microcentrifuga; xiii) agitator; xiv) termobloc.

Mod de lucru
1. Intr-un tub de centrifugd de 0,5 ml se adauga reactivii din tabelul 24 pentru a

obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.



Tabel 24: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgClz 1,5
dNTP 2
ADN Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,6
Primer antisens 0,6
Apa ultrapura 12,7
Volum total 20

2. Cate 20 ul din amestecul de reactie se adauga in cate un tub de centrifuga de 0,2
ul, pentru fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5 ul ADN de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator (circa
30-40 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se ageaza in aparatul de PCR, iar acesta se programeaza dupa

parametrii prezentati in tabelul 25.

Tabel 25: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat de
PCR Etapa 30 de cicluri Extensie Etapa
initiala finala finala
Denaturare | Hibridizare | Extindere
o0
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 45 secunde | 50 minute | 4o
9700 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C
1 ciclu 1 ciclu

Dupa realizarea reactiei PCR probele se pregatesc pentru detectarea fragmentelor
amplificate:

1. Se amesteca 0,5 ul produs de amplificare cu 0,5 ul din standardul de masa
moleculara Gene-Scan-500 ROX Size Standard si 13 ul formamida deionizata.

2. Inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora prin
incalzire la 95°C si apoi racirea brusca pe gheata.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat ABI Prism 310.



Rezultate si discutii

Prelucrarea rezultatelor se realizeaza cu ajutorul programelor GeneScan Analysis
si Genotyper (AppliedBiosystems) si consta in identificarea fiecarui fragment amplificat
corespunzator marimi in perechi de baze a acestuia.

Pentru a evidentia prezenta insertiei la exemplarele testate s-a analizat profilul
produsilor de amplificare. Un individ homozigot normal va prezenta un singur semnal cu
marimea de 169 pb, unul heterozigot purtitor va avea doud semnale la 169 pb si la 170

pb, datorita insertiei C, iar unul homozigot recesiv un singur semnal la 170pb (Figura 24).

L e
150 155 160 165 170 175 180 185

Fr_08.12..17-13fsa 1Blue Fr

800
600
400

Jl 200

- P -, - e - - n — e |

H47_08.1...19-41fsa 6 Blue H47

800
600

400
200

R — S S S S—

[+

Figura 24: Profilele pentru doud exemplare de cabaline diagnosticate ca purtator (sus), respectiv normal

(jos) pentru JEB.

I11.4.3 Identificarea mutatiilor punctiforme utilizind tehnicile RFLP si de
analiza a fragmentelor marcate fluorescent (diagnosticarea Paraliziei

hiperkalemice periodice la cabaline)

Principiul metodei
HYPP (Hyperkalemic Periodic Paralysis) este o maladie autozomala descoperita
la rasa de cai Quarter Horse, dar si la om. Maladia este cauzata de o mutatie punctiforma

(C trece in G) la nivelul genei care codifica subunitatea alfa a canalului de sodiu din



membrana celulelor musculare striate. In urma mutatiei are loc inlocuirea fenilalaninei cu
leucina, iar aceasta modificare duce la cresterea excesiva a permeabilitatii membranei
celulelor musculare pentru ionii de potasiu (Rudolph et al., 1992).

Manifestarile bolii sunt cresterea frecventei respiratorii, spasme musculare
necontrolate, stare de slabiciune generald. In cazurile cele mai grave poate surveni
decesul. Efectele apar si la indivizii heterozigoti, dar sunt extrem de puternice la cei
homozigoti recesivi.

Boala poate fi diagnosticata cu ajutorul tehnicii RFLP, urmata de o electroforeza
capilara a fragmentelor de restrictie si de detectia in fluorescentd a acestora. Pentru
aceasta se foloseste o pereche de primeri marcati fluorescent cu 6-FAM in scopul
amplificarii fragmentului care poate confine mutatia. Produsii reactiei de amplificare sunt
digerati cu endonucleaza de restrictie Taq [ si apoi supusi unei electroforeze capilare in
prezenta unui marker de masd moleculard marcat cu un fluorocrom. In urma amplificarii
se obtine un fragment de 100 pb care contine si situsul la nivelul caruia poate aparea

mutatia punctiforma.

Material biologic: probe de ADN genomic extras de la cabaline din diferite rase.

Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de
deoxinucleotide 10 mM din fiecare; i1) clorurd de magneziu 25mM; iii) tampon PCR 10X
care contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, pH 8,3; iv) ADN polimeraza AmpliTaq
Gold 5 Ull; v) apa  ultrapura; vi) primer sens 6-FAM -
CGGGGGAGTGTGTGCTCAAGAT 20 uM; vii) primer antisens
ACAATGGACAGGATGACAACCAC 20 pM; viii) standard de masa moleculara ,,Gene-
Scan-500 ROX Size Standard”; ix) formamida deionizata; x) aparat PCR; xi) analizator
genetic automat; xii) microcentrifuga; xiii) agitator; xiv) termobloc.

Reactivi si aparatura pentru electroforeza: 1) tampon de electroforeza: TAE 1X
— TRIS 0,040 M, acid acetic 0,040 M, EDTA 0,002 M. Se prepara sub forma unei solufii
10X; ii) tamponul probei: albastru de bromfenol 0,3%, glicerol 30% in TAE 1X; iii)



solutie de bromura de etidium 10 ug/ml; iv) marker de masa moleculard; v) agaroza; vi)
tanc de electroforeza orizontald; vii) sursa de curent; viii) transiluminator UV.

Reactivi si aparatura pentru reactia de restrictie: 1) tampon de restrictie care
contine 60 mM TRIS-HCI, 1 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT (ditiotreitol) — pH
7,5; 11) albumind sericd bovina (BSA) acetilatd 10 pg/ul; iii) endonucleaza de restrictie

Taq I 10U/ul; iv) microcentrifugd; v) agitator; vi) termobloc.

Mod de lucru
Amplificarea prin reactie PCR
1. Reactivii prezentati in tabelul 26 se amesteca intr-un tub de microcentrifugd de

0,5 ml pentru a obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

Tabel 26: Reactivi si cantitdti necesare realizarii reactiei PCR.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 10X 2,5
MgCl, 1,5
dNTP 2
Polimeraza AmpliTaq Gold 0,1
Primer sens 0,6
Primer antisens 0,6
Apa ultrapura 12,7
Volum total 20

2. Pentru fiecare exemplar testat se adauga 20 ul din amestecul de reactie in cate
un tub de centrifuga de 200 pl.

3. Se adauga 5ul ADN extras de la fiecare exemplar de testat, diluat corespunzator
(circa 50 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

4. Tuburile se aseazd in aparatul PCR, iar acesta se programeaza respectand

parametrii prezentati in tabelul 27.



Tabel 27: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat Etapa 40 de cicluri Extensie Etapa
dePCR |. .. . - < <
initiala Denaturare Anelare Extindere | finala finala
GeneAmp | 10 min. 30 sec. 30 sec. 1 minut 30 minute
9700 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C 0
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Electroforeza in gel de agaroza in vederea vizualizarii produgsilor de amplificare

Dupa terminarea reactiei PCR se realizeaza o electroforeza in gel de agaroza
pentru vizualizarea produsilor de amplificare.

Gelul de agaroza 2% se prepara in conformitate cu protocolul prezentat in
Capitolul II, protocolul I1.4. Produsii de amplificare se amesteca cu tamponul probei si se
incarca in godeuri. Se conecteaza tancul de electroforeza la sursa de curent si se porneste
electroforeza. Migrarea se desfasoard la tensiune constantd si la temperatura camerei,
timp de 40 — 50 de minute, in functie de marimea fragmentelor amplificate. La finalul
migrarii, vizualizarea benzilor de ADN se realizeaza cu ajutorul unui transiluminator UV.

Reactia de restrictie

1. Reactivii din tabelul 28 sunt adaugati intr-un tub de microcentrifuga pentru a
obtine amestecul de restrictie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

2. Digestia se desfasoara la 37°C, timp de 3 ore. Deoarece enzima Taq [ este

termorezistentd digestia se poate realiza si timp de 2 ore la 65°C.

Tabel 28: Componentele si cantitatile necesare efectuarii reactiei de restrictie.

Componente Volum (pl)
Tampon de restrictie 10X 1,5
BSA acetilata 0,4
Produs PCR 10
Tag 1 1,1
Apa ultrapura 2
Volum total 15




Detectarea fragmentelor marcate fluorescent:

1. Se amesteca 1 ul produs de amplificare cu 0,5 ul din standardul de masa
moleculara Gene-Scan-500 ROX Size Standard si 12,5 ul formamida deionizata.

2. Inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora prin
incalzire la 95°C (2 minute) si apoi racirea brusca pe gheata (cel putin 3 minute).

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat ABI Prism 310.

Rezultate si discutii

In vederea diagnosticarii maladiei au fost combinate tehnica RFLP si identificarea
fragmentelor marcate fluorescent in sistem automat.

In functie de profilul fragmentelor de restrictie obtinute se poate stabilii cu
certitudine dacd indivizii analizati sunt sandtosi, purtdtori sau bolnavi. Mutatia
punctiforma apare la nivelul situsului de restrictie recunoscut de Tag I (T|CGA). Astfel,
in absenta mutatiei situsul de restrictie este activ si zona amplificatd este taiata in doud

fragmente de 65 si 35 pb. In prezenta mutatiei (C/G), secventa recunoscuti de enzima este

modificata, iar ampliconul raiméane intact (100 pb).
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Figura 25: Profilele pentru trei exemplare de cabaline diagnosticate ca fiind normale pentru HYPP.



Analiza fragmentelor de restrictie pentru un individ homozigot normal evidentiaza
obtinerea unui singur semnal cu mirimea de 65 pb (Figura 25). In cazul unui individ
purtator se evidentiaza doud semnale, unul pentru 65 pb si altul pentru 100 pb, iar pentru
un individ homozigot recesiv se evidentiaza un singur semnal pentru 100 pb. in cazul
indivizilor homozigoti normali se obtine un singur semnal deoarece doar primerul sens
este marcat fluorescent si astfel doar fragmentul de 65 pb din capatul 5° poate fi detectat

de cititorul de fluorescenta.

IV.5. Tehnica PCR multiplex

Tehnica utilizeazd pentru amplificare mai multe perechi de primeri simultan.
Principala problema pe care o pune aceasta tehnica este alegerea seturilor de primeri. Este
foarte dificila alegerea mai multor perechi de primeri care sa aiba aproximativ aceiasi
temperaturd de hibridizare si care sd nu formeze dimeri sau structuri secundare. De
asemenea, ei trebuie sa asigure amplificari eficiente si sa nu furnizeze produsi secundari

de amplificare.

IV.5.1 Analiza prin PCR multiplex a microsatelitilor la sturioni

Pentru analiza microsatelitilor se realizeaza mai Intai o reactie de amplificare de
ADN extras anterior, urmata de o electroforeza capilara si de detectia in fluorescenta a
produsilor rezultati. Amplificarea se va realiza printr-o reactie PCR multiplex care
utilizeaza o combinatie de mai multi primeri cu secvente nucleotidice specifice
fragmentelor de interes. Rezultatul va fi amplificarea concomitenta a acestor zone. Pentru
a putea functiona, metoda trebuie sa utilizeze pentru amplificare primeri cu temperaturi
similare de hibridizare pentru genele studiate.

Amplificarea microsatelifilor din ADN genomic extras de la Huso huso se va

realiza Tn doud reactii PCR multiplex: una pentru markerii Aox 23 si LS-57, iar alta



pentru LS-19, LS-34, LS-54, LS-68 si Aox 45. Cele 7 perechi de primeri necesari

amplificarii microsatelitilor sunt marcati cu patru coloranti fluorescenti diferiti (Tabel 29).

Tabel 29: Sapte microsateliti specifici sturionilor §i primerii marcati fluorescent necesari amplificarii.

Primer Secventa Marcator | Culoare
LS-19 F CATCTTAGCCGTCTGGGTAC 6-FAM Albastru
LS-19 R CAGGTCCCTAATACAATGGC

LS-34 F TACATACCTTCTGCAACG VIC Verde
LS-34 R GATCCCTTCTGTTATCAAC

LS-54 F CATCTAGTCTTTGTTGATTACAG Galben
LS-54 R CAAAGGACTTTGAAACTAGG

LS-57F GCTTGGTTGCTAGTTTGC PET Rosu
LS-57 R GTACAGTATGAGACCACAGGC

LS-68 F TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC Galben
LS-68 R AGCCCAACACAGACAATATC
Aox 23 F CAGTGTGCTAGCTTCTCAATA 6-FAM Albastru
Aox 23 R GTTAGCTTAACCATGAATTGTG
Aox 45 F TTGTTCAATAGTTTCCAACGC PET Rosu
Aox 45 R TGTGCTCCTGCTTTTACTGTC

Dupa amplificare fragmentele obtinute sunt supuse unei elecroforeze capilare cu
detectie in fluorescentd. Concomitent cu migrarea acestora, este incarcat si un standard de
masa moleculard, marcat cu un fluorocrom diferit, acesta permitand estimarea cu precizie

a marimii fragmentelor amplificate.

Material biologic: probe de ADN genomic de morun.

Reactivi si aparatura: 1) amestec de deoxinucleotide 10 mM din fiecare; 1ii)
clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR 10X care confine 100 mM TRIS-HCI, 500
mM KCI, pH 8,3; 1iv) polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/ul; v) apa ultrapurd; vi) primeri
sens si antisens 20 uM din fiecare (Tabel 29); vii) formamida deionizatd; viii) standard de
masa moleculara ,,Gene-Scan-500 LIZ Size Standard”; ix) aparat PCR; x) analizator

genetic automat; xi) microcentrifuga; xii) agitator; xiii) termobloc.



Mod de lucru

Pentru fiecare animal testat au fost preparate doud reactii PCR multiplex. Dupa
terminarea amplificarii se combind produsii reactiilor multiplex §i se pun intr-un singur
tub de analizd pentru fiecare animal de testat.

Prepararea reactiei 2-plex:

1. Reactivii prezentati in tabelul 30 se adauga intr-un tub de 0,5 ml pentru a obtine

amestecul de reactie. Se agita si se centrifugheaza.

Tabel 30: Componentele si volumele amestecului de PCR pentru reactia 2-plex.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 2,5
Clorura de magneziu 1,5
Amestec de nucleotide 3
ADN polimerazd AmpliTaq Gold 0,4
Perechile de primeri: Aox 23 si LS-57 0,3 din LS-57; 0,5 din Aox 23
Api deionizata 11
Volum total 20

2. Pentru fiecare exemplar testat se adauga 20 ul din amestecul de reactie in cate
un tub de centrifuga de 200 pl.

3. Se adauga 5 ul din ADN diluat corespunzator (40 ng/ul) de la fiecare exemplar
de testat. Vortexare si centrifugare.

4. Tuburile se aseazd in aparatul de PCR, iar acesta este programat respectand
parametrii prezentati in tabelul 32.

Prepararea reactiei 5-plex:

1. Reactivii prezentati in tabelul 31 se adauga intr-un tub de 0,5 ml pentru a obtine
amestecul de reactie. Se agita si se centrifugheaza.

2. Pentru fiecare exemplar testat se adauga 20 ul din amestecul de reactie in cate
un tub de centrifuga de 200 pl.

3. Se adauga 5 ul din ADN diluat corespunzator (40 ng/ul) de la fiecare exemplar

de testat. Vortexare si centrifugare.



4. Tuburile se aseaza in aparatul de PCR, iar acesta este programat respectand

parametrii prezentati in tabelul 32.

Tabel 31: Componentele si volumele amestecului de PCR pentru reactia 5-plex.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 2,5
Clorura de magneziu 1,5
Amestec de nucleotide 3
ADN polimeraza AmpliTaq Gold 0,4
Perechile de primeri: LS-19, LS-34, LS-54, 0,5 din LS-19, LS-68; 0,4 din LS-34, LS-
LS-68 si Aox 45 54; 0,5 din Aox 45
Apa deionizata 8,8
Volum total 20

Tabel 32: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat
de PCR | Etapa 40 de cicluri Extensie Etapa
initiala Denaturare Anelare Extindere finala finala
GeneAmp | 10 minute | 30 secunde 30 secunde 1 minut 60 minute | o
9700 95°C 95°C 53 °C 72°C 72°C 4°C
1 ciclu 1 ciclu

Dupa realizarea reactiei PCR probele se pregatesc pentru detectarea fragmentelor
amplificate:

1. Se prepara probele ce urmeaza sa fie Incarcate in aparat si care vor contine 0,5
ul din standardul de masd moleculara Gene-Scan-500 LIZ Size Standard, 11,5 pl
formamida deionizata si cate 1 pl din produsii de amplificare ai celor doua reactii PCR.

2. Imediat inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora
prin incalzire la 95°C, 2 minute si apoi racirea brusca pe gheata.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat. Aici, fragmentele
amplificate din fiecare proba, sunt supuse unei electroforeze capilare, urmata de o detectie
in fluorescentd a acestora cu ajutorul unui cititor LASER special. Profilele rezultate sunt

prelucrate cu ajutorul programelor GeneScan Analysis si Genotyper (Applied Biosystems).



Rezultate si discutii

Pentru a putea interpreta corect rezultatele unei analize de microsatelifi analiza
porneste de la profilul genetic neprelucrat rezultat Tn urma migrarii si separarii produsilor
de amplificare. Prin prelucrarea acestuia se obtine in final amprenta genetica a indivizilor.

Primerii folosifi de noi realizeaza amplificarea unor microsateliti care prezinta un
numar variat de repetitii di-, tri- sau tetranucleotidice. Acestea confera un aspect
caracteristic profilelor genetice obfinute. De asemenea, trebuie mentionat ca numarul de
alele prezente pe un anumit locus depinde atat de homo- sau heterozigotia exemplarului
analizat, cat si de gradul de poliploidie al genomului.

Astfel, la exemplarele homozigote care prezinta o singura aleld pe un anumit locus,
pe electroforegrama o sa apara un singur semnal. Exemplarele heterozigote prezinta doua
alele diferite pe un anumit locus, deci pe electroforegrama vor apirea doud semnale. in
cazul exemplarelor poliploide, numarul de alele pe un anumit locus poate fi mai mare de
doui, in functie de gradul de poliploidie. In cazul morunilor locusul LS-57 este poliploid

(Figurile 26 - 29).
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Figura 26: Profil specific pentru locii AOX 23 si LS-19 la Huso huso.
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Figura 27: Profil specific pentru locusul LS-34 la Huso huso.
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Figura 28: Profil specific pentru locii LS-68 si LS-54 la Huso huso.
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Figura 29: Profil specific pentru locii AOX 45 si LS-57 la Huso huso.

IV.5.2 Analiza prin PCR multiplex a microsatelitilor la suine

Principiul metodei

Pentru analiza microsatelitilor s-au desemnat primeri specifici regiunilor care
urmeaza sa fie amplificate, primerul sens fiind marcat cu un colorant fluorescent specific.
Amplificarea microsatelitilor din ADN genomic extras de la suine se va realiza in doud
reactii. PCR multiplex: una pentru markerii SW24, SO386 si SO005, iar alta pentru
SW936, SO228, SO155, SWI11, SO355, SW240, SW857 si SO101. Cele 11 perechi de
primeri necesari amplificarii microsatelitilor sunt marcate cu patru coloranti fluorescenti
diferiti si sunt prezentate in tabelul 33.

Dupa amplificare prin PCR-multiplex, fragmentele obtinute sunt supuse unei

elecroforeze capilare cu detectie in fluorescentd. Concomitent cu migrarea acestora, este



incarcat si un standard de masa moleculara, marcat la randul sau cu un fluorocrom diferit

(LIZ), acesta permitand estimarea cu o inaltd precizie a marimii fragmentelor amplificate.

Material biologic: probe de ADN genomic de la suine din diferite rase.

Reactivi si aparatura: 1) amestec de deoxinucleotide 10 mM din fiecare; ii)
clorurda de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR 10X care confine 100 mM TRIS-HCI, 500
mM KCI, pH 8,3; 1v) polimeraza AmpliTaq Gold 5 U/ul; v) apa ultrapurd; vi) primeri
sens si antisens 20 uM din fiecare (Tabel 33); vii) formamida deionizatd; viii) standard de
masa moleculara ,,Gene-Scan-500 LIZ Size Standard”; ix) aparat PCR; x) analizator

genetic automat; xi) microcentrifuga; xii) agitator; xiii) termobloc.

Tabel 33: 11 loci specifici suinelor si colorantii fluorescenti cu care sunt marcati primerii sens.

Microsatelit Colorant Culoare Secventa primerilor

SWO36 6-FAM Albastru F TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC
R GTGCAAGTACACATGCAGGG

S0228 6-FAM Albastru F GGCATAGGCTGGCAGCAACA
R GTTCCGCCCTCACAGACCCAAAT

S0O155 6-FAM Albastru F TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG
R GTTAAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT

SWI11 VIC Verde F CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC
R CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC

S0355 VIC Verde F TCTGGCTCCTACACTCCTTCTTGATG
R GTTTGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA

SW240 Galben F AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG
R AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA

SW857 Galben F TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC
R GATCCTCCTCCAAATCCCAT

S0101 Galben F GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG
R GTCTCCCTCACACTTACCGCAG

SW24 PET Rosu F CTTTGGGTGGAGTGTGTGC
R ATCCAAATGCTGCAAGCG

S0386 PET Rosu F GAACTCCTGGGTCTTATTTTCTA
R GTCAAAAATCTTTTTATCTCCAACAGTAT

S0O005 PET Rosu F TCCTTCCCTCCTGGTAACTA
R GCACTTCCTGATTCTGGGTA




Mod de lucru

Pentru fiecare animal testat au fost preparate doud reactii PCR multiplex. Dupa
terminarea amplificarii se combind produsii reactiilor multiplex §i se pun intr-un singur
tub de analizd pentru fiecare animal de testat.

Prepararea reactiei 3-plex:

1. Reactivii prezentati in tabelul 34 se adauga intr-un tub de centrifuga pentru a

obtine amestecul de reactie. Se agita si se centrifugheaza.

Tabel 34: Componentele si volumele amestecului de PCR pentru reactia 3-plex.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 2,5
Clorura de magneziu 1,5
Amestec de nucleotide 2
ADN polimeraza AmpliTaq Gold 0,3
Primeri sens si antisens 0,6 din SW24; 0,5 din SO386; 0,5 din SO005
Apa deionizata 10,5
Volum total 20

2. Un volum de 20 ul din amestecul de reactie se adaugad in cate un tub de
centrifugd pentru fiecare exemplar testat. Se adaugd 5 ul din ADN diluat corespunzator
(50 ng/ul) de la fiecare exemplar de testat. Vortexare si centrifugare.

3. Tuburile se ageaza in aparatul de PCR, iar acesta se programeaza respectand
parametrii prezentati in tabelul 36.

Prepararea reactiei 8-plex:

1. Reactivii prezentati in tabelul 35 se adauga intr-un tub de 0,5 ml pentru a obtine
amestecul de reactie. Se agita si se centrifugheaza.

2. Un volum de 20 ul din amestecul de reactie se adauga in cate un tub de 0,2 ml
pentru fiecare exemplar testat.

3. Se adauga 5 ul din ADN diluat corespunzator (50 ng/ul) de la fiecare exemplar
de testat. Vortexare si centrifugare.

4. Tuburile se aseaza in aparatul de PCR, iar acesta se programeaza respectand

parametrii prezentati in tabelul 36.



Tabel 35: Componentele si volumele amestecului de PCR pentru reactia 8-plex.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR 2,5
Clorura de magneziu 1,5
Amestec de nucleotide 3
ADN polimeraza 0,4
Primeri sens si antisens 0,3 din SW936; 0,4 din SO228; 0,5 din SO155; 0,3 din SWI11;
0,4 din SO355; 0,4 din SW240; 0,4 din SW857; 0,4 din SO101
Api deionizata 8,8
Volum total 20

Tabel 36: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat | Etapa 34 de cicluri Extensie Etapa
de PCR | initiala Denaturare Anelare Extindere finala finala
GeneAmp | 10 minute | 30 secunde 30 secunde 1 minut 60 minute | o
9700 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
1 ciclu 1 ciclu

Dupa realizarea reactiei PCR probele se pregatesc pentru detectarea fragmentelor
amplificate:

1. Se prepara probele ce urmeaza sa fie Incarcate in aparat si care vor contine 0,5
ul din standardul de masd moleculara Gene-Scan-500 LIZ Size Standard, 10,5 pl
formamida deionizata, 0,8 pl din produsii de amplificare ai reactiei 8-plex si 1,2 ul din
produsii reactiei 3-plex.

2. Imediat inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora
prin incalzire la 95°C, 2 minute §i apoi racirea brusca pe gheata.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat. Fragmentele amplificate,
sunt supuse unei electroforeze capilare, urmatda de o detectie in fluorescentd. Profilele

rezultate sunt prelucrate cu ajutorul programelor GeneScan Analysis si Genotyper.

Rezultate si discutii
Cei 11 microsateliti au fost amplificati prin doua reactii multiplex si ampliconii
migrati intr-o singur rulare. In figurile 30 - 33 sunt prezentate rezultatele obtinute pentru

un singur exemplar.
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Figura 31: Profil specific pentru locii SW240, SW857 si SO101.
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Figura 32: Profil specific pentru locii SW24, SO386 si SO005.
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Figura 33: Profil specific pentru locii SW911 si SO355.




IV.5.3 Aplicatii ale tehnicii PCR multiplex - Genotiparea la cabaline in

vederea testarii paternitatii

Principiul metodei

In cazul tehnicii de genotipare se realizeaza mai intdi o reactie PCR multiplex
utilizand ADN genomic, urmata de o electroforeza capilara si de detectia in fluorescenta a
produsilor rezultati.

Pentru reactia PCR multiplex se utilizeazd o combinatie de mai multi primeri cu
secvente specifice fragmentelor de interes. Rezultatul va fi amplificarea concomitenta a
acestor zone. Pentru a putea functiona, metoda trebuie sd utilizeze pentru amplificare
primeri cu temperaturi similare de hibridizare la secventele ADN de interes.

Amplificarea microsatelitilor din ADN extras s-a realizat cu ajutorul kitului
StockMarks For Horses.

Kitul contine 17 perechi de primeri necesari amplificarii a 17 microsatelifi, marcati
cu patru coloranti fluorescenti diferiti (6-FAM, NED, VIC si PET). Cei 17 microsateliti
sunt amplificati printr-o singura reactie PCR multiplex. Temperaturile de hibridizare si
concentratiile primerilor sunt ajustate astfel incat sa permitd amplificarea celor 17
microsateliti intr-o singura reactie PCR.

Dupa amplificare, pentru a putea fi vizualizate, fragmentele obtinute sunt supuse
unei elecroforeze capilare cu detectie in fluorescentd. Concomitent cu migrarea acestora,
este incarcat si un standard de masa moleculara, marcat la randul sau cu un fluorocrom
diferit (1.17), acesta permitand estimarea cu o inaltd precizie a marimii fragmentelor
amplificate.

Marcarea microsatelitilor si a standardului de masa moleculara cu cei cinci
coloranti fluorescenti diferifi permite practic vizualizarea acestora in cadrul aceleiasi
migrari.

Cei 17 microsatelifi amplificati cu ajutorul kitului StockMarks sunt prezentati in

tabelul 37.



Tabel 37: 17 loci specifici cabalinelor amplificati cu ajutorul kitului StockMarks.

Locus Colorant Culoare Mairimea estimata a
fragmentelor (pb)

VHL20 6-FAM Albastra 83-102
HTG4 6-FAM Albastra 116-137
AHT4 6-FAM Albastra 140-166
HMS7 6-FAM Albastra 167-187
HTG6 VIC Verde 74-103
AHTS VIC Verde 126-147
HMS6 VIC Verde 154-170
ASB23 VIC Verde 276-212
ASB2 VIC Verde 237-268
HTG10 Galbena 83-110
HTG7 Galbena 114-128
HMS3 Galbena 146-170
HMS2 Galbena 215-236
ABS17 PET Rosie 104-116
LEX3 PET Rosie 137-160
HMSI1 PET Rosie 166-178
CA425 PET Rosie 224-247

Material biologic: probe de ADN genomic de la familii de cabaline din diferite
rase.

Reactivi si aparatura: i) StockMarks for Horses Kit (Applied Biosystems):
amestec de 17 perechi de primeri marcati fluorescent; tampon PCR StockMarks care
contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, pH 8,3; amestec de nucleotide
1,25 mM din fiecare; control ADN 10 ng/ul; polimerazd AmpliTaq Gold 5 U/ul; ii)
standard de masa moleculara ,,Gene-Scan-500 LIZ Size Standard” (Applied Biosystem);
1i1) formamidd deionizata; iv) aparat PCR GeneAmp PCR System 9700
(AppliedBiosystems), v) analizator genetic automat ABI Prism 310 (4Applied Biosystems);

vi) microcentrifugd; vii) agitator; viii) termobloc.



Mod de lucru

Pentru fiecare animal testat este preparatd o singura reactie PCR multiplex.
1. Reactivii prezentati in tabelul 38 se adauga intr-un tub de centrifuga pentru a

obtine amestecul de reactie. Se vortexeaza si se centrifugheaza.

Tabel 38: Componentele si volumele amestecului de PCR pentru reactia multiplex.

Componente Volum (pl)
Tampon PCR StockMarks 2,5
Amestec de nucleotide 4
ADN polimerazd AmpliTaq Gold 0,5
Amestec de primeri (17 perechi) 4
Apa deionizata 3
Volum total 14

2. Un volum de 14 ul din amestecul de reactie este repartizat in cate un tub de PCR
de 0,2 ml pentru fiecare animal testat.

3. Se adaugd 1 ul din ADN izolat de la fiecare animal de testat, diluat
corespunzator (5-10 ng/reactie). Se vortexeaza si se centrifugheaza.

4. Tuburile se aseaza in aparatul de PCR, iar acesta se programeaza respectand

parametrii indicati in tabelul 39.

Tabel 39: Etapele reactiei PCR.

Timpii si temperaturile de incubare
Aparat de
PCR Etapa 30 de cicluri Extensie Etapa
initiala finala finala
Denaturare Hibridizare Extindere
GeneAmp | 10 min. | 30 secunde 30 sec. 1 minut 60 minute | o
9700 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
1 ciclu 1 ciclu 4°C

Dupa realizarea reactiet PCR multiplex probele se pregatesc pentru detectarea

fragmentelor amplificate:



1. Se amesteca 1 ul produs de amplificare cu 0,5 ul din standardul de masa

moleculara Gene-Scan-500 LI1Z Size Standard si cu 11,5 ul formamida deionizata.

2. Imediat inainte de introducerea probelor in aparat se face denaturarea acestora
prin incalzire la 95°C si apoi racirea brusca pe gheata.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat ABI Prism 310. Aici
fragmentele amplificate din fiecare proba sunt supuse unei electroforeze capilare, urmata
de o detectie in fluorescenta a acestora cu ajutorul unui cititor LASER special.

4. Rezultatele sunt prelucrate cu ajutorul programelor GeneScan Analysis si
Genotyper (Applied Biosystems). In urma analizei se vor obtine amprentele genetice ale

fiecarui exemplar.

Rezultate si discutii:

Polimorfismul microsatelitilor reflectda mostenirea genetica si permite detectarea
diferentelor intre diferifi indivizi. Prin urmare, acestia sunt extrem de utili pentru
stabilirea identitatii si verificarea paternitatii daca sunt folositi ca markeri ADN.

Pentru verificarea paternitatii, microsatelitii trebuie sa fie diferiti, sa prezinte un
grad Tnalt de polimorfism, sd prezinte un nivel mutational scazut, sa fie usor de marcat si
sd poata fi amplificati intr-o singurd reactie PCR multiplex. Setul de markeri utilizati
pentru testele de paternitate a fost realizat la ceva timp dupa inceputul proiectului de
cartare a genomului cailor, cand erau cunoscuti relativ putini microsateliti, dar a fost
completat ulterior prin addugarea de noi markeri, crescandu-se astfel eficienta acestuia.

Pentru a putea interpreta corect rezultatele unei analize de microsateliti trebuie sa
tinem cont de mai multe aspecte. Practic analiza porneste de la profilul genetic
neprelucrat rezultat Tn urma migrarii si separarii produsilor de amplificare (Figura 34).
Prin prelucrarea acestuia se obfine in final amprenta genetica a indivizilor.

Primerii din kitul StockMarks realizeazd amplificarea unor microsateliti care
prezintd un numar variat de repetitii dinucleotidice. Acestea confera un aspect

caracteristic profilelor genetice obtinute.
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Figura 34: Profil genetic neprelucrat pentru un singur exemplar.

De asemenea, trebuie mentionat cd numarul de alele prezente pe un anumit locus
depinde de homo- sau heterozigotia individului analizat. Astfel, la indivizii homozigoti
care prezinta o singura aleld pe un anumit locus pe electroforegrama o sa apara un singur
semnal. Indivizii heterozigoti prezinta doua alele diferite pe un anumit locus, deci pe
electroforegrama vor aparea doud semnale. Aliura semnalelor obtinute depinde si ea de
marimea microsatelitilor amplificati.

Pentru a realiza interpretarea corectd a testelor se desemneazd initial alelele
produsilor. Acestea trebuie sa fie mostenite, cate una una de la fiecare genitor in parte.
Daca nu existd nici o nepotrivire la nivelul tuturor locilor analizati putem afirma ca
produsul apartine cu o probabilitate de peste 99,999% acelui cuplu de genitori.

In Figurile 35 - 38 si in Tabelul 40 sunt prezentate comparativ rezultatele unui test
de paternitate realizat cu un set de 17 microsateliti la o familie de cai din rasa Cal de Sport

Romanesc.
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Figura 35: Profilele exemplarelor analizate pe locii VHL20, HTG4, AHT4 si HMS7.
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Figura 36: Profilele exemplarelor analizate pe locii HTG6, AHTS, HMS6, ASB23 si ASB2.
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Figura 37: Profilele exemplarelor analizate pe locii HTG10, HTG7, HMS3 si HMS2.
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Figura 38: Profilele exemplarelor analizate pe locii ASB17, LEX3, HMS1 si CA425.



Tabel 40: Alelele prezente la iapa (23), produs (38) si armasar (53).

Locus/Exemplar Armasar Produs Iapa
VHL20 94, 94 94, 96 86, 96
HTG4 130, 130 130, 130 126, 130
AHT4 148, 158 158, 158 148, 158
HMS7 179, 181 179,181 179, 179
HTG6 86, 96 80, 86 80, 86
AHTS 132,136 136, 136 130, 136
HMS6 160, 168 168, 168 168, 168
ASB23 190, 190 188,190 188, 190
ASB2 238, 244 238, 250 248, 250
HTG10 86, 90 86, 94 94, 98
HTG7 118,118 118, 126 124, 126
HMS3 148, 148 148, 164 158, 164
HMS2 216, 222 216, 226 226, 236
ASB17 98,118 98, 98 98, 112
LEX3 152, 152 152, 162 154, 162
HMSI1 182, 182 182, 182 174, 182
CA425 234,238 238, 238 238, 238

In practica se intalnesc si cazuri de excludere, in care produsul nu apartine unuia
sau ambilor parinti. In astfel de cazuri el nu va avea alelele comune cu genitorii. Pentru a
avea un caz de excludere, la analiza alelelor, trebuie sa intdlnim cel putin doua nepotriviri
intre genitori si produs. Daca existd o singura excludere nu putem afirma cu siguranta ca

produsul nu apartine acelui cuplu pentru ca aceasta poate fi rezultatul unei mutatii.

IV.6. Tehnica RT-PCR (PCR revers transcris)

Principiul metodei
Tehnica permite punerea in evidentd a prezentei moleculelor de ARNm intr-un

tesut sau organ.



Principiul consta in extragerea ARN total din tesuturile sau organele studiate si
copierea acestora intr-o molecula de ADN complementar cu ajutorul transcriptazei
inverse si in prezenta unor primeri adecvati. Moleculele de ADN obtinute servesc drept
matritd pentru o reactie PCR care foloseste un cuplu de primeri specifici pentru secventa
ADN de interes. In reactie se foloseste o ADN polimerazi ARN-dependenti. Hibridul
ARN:ADN obtinut in reactia de revers transcriere este supus unei reactii de degradare a
catenei ARN cu ribonucleaza, iar dupa aceea, la catena ADN ramasa intacta, este atasat
un primer complementar cu capatul 3’ al acesteia. Dupa sinteza celei de-a doua catene de

ADN moleculele sunt supuse unei reactii de PCR normale.

Material biologic: probe de ARN total.
Reactivi si aparaturi: i) iScript’™ ¢cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad): 5X iScript
Reaction Mix; apa lipsita de nucleaze; enzima ,,iScript Reverse Transcriptase™; ii)

agitator; ii1) microcentrifuga; iv) aparat PCR.

Mod de lucru
1. Se amesteca componentele prezentate in tabelul 41 in cate un tub de 0,5 ml. Se

agita si se centrifugheaza usor.

Tabel 41: Reactivi, cantitati si concentratii necesare realizarii reactiei RT-PCR.

Componente Volum (pl) Cantitate
5X iScript Reaction Mix 4 1X
iScript Reverse Transcriptase 1
Apa nuclease-free X
ARN total X 100 fg - 1ug
Volum total 20

2. Se ageazd tuburile 1n aparatul PCR si acesta se programeaza respectand
parametrii prezentati in tabelul 42.

3. Dupa realizarea reactiei RT-PCR probele se pastreaza la -20 °C.



Tabel 42: Etapele reactiei RT-PCR.

Aparat de PCR Timpii si temperaturile de incubare
5 minute 45 minute 5 minute 00
25°C 42°C 95°C 4°C
Progene

IV.7 Tehnica Real-Time PCR

Real-Time RT-PCR este o metoda folosita pentru detectarea nivelului de expresie
a genelor (cantitatea de ARNm) cu ajutorul moleculelor fluorescente. Metodele
traditionale folosesc gelul de agaroza pentru detectarea produsilor PCR. Aceasta ridica
diverse probleme de rezolutie, sensibilitate sau precizie.

Metoda Real-Time PCR detecteaza acumularea ampliconului pe parcursul intregii
reactii de amplificare, permitand monitorizarea in timp real a probei. Tehnica inglobeaza
mecanismele de amplificare si detectie intr-o singura etapd. Acest lucru este obtinut in
urma folosirii diferitilor compusi fluorescenti care au capacitatea de a corela concentratia
produsilor PCR cu intensitatea culorii. Cu cat numarul de copii din secventa de interes
este mai mare, la inceputul reactiei, cu atat mai pufine cicluri de amplificare vor fi

necesare pentru a genera numarul minim de ampliconi care pot fi detectati.

IV.7.1 Cuantificarea relativa a expresiei genei leptinei la suine

Principiul metodei

Practic experimentul urmareste modificarile expresiei genei care codificd pentru
leptina la diferite rase de suine si in diferite tipuri de tesuturi. Cuantificarea ampliconilor
se va realiza utilizind un compus chimic fluorescent (SYBR Green). Acesta are
capacitatea de a se intercala Intre bazele azotate, iar atunci cand este incorporat la nivelul

ADN are o fluorescenta de 200 de ori mai crescuta decat atunci cand este liber in solutie.

Material biologic: probe de ADNc (obtinute prin RT-PCR).



Reactivi si aparatura: 1) primeri specifici leptina sens
TTGGCCCTATCTGTCCTACG (20uM); antisens TTTCTGGAAGGCAGACTGGT
(20uM); GAPDH sens GGGCATGAACCATGAGAAGT (20uM); antisens
TCTTCTGGGTGGCAGTGAT (20uM); ii) iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad):
SYBR Green Super Mix (100mM KCI, 40mM Tris-HCI 0,4 mM (pH 8,4); ADN
polimeraza iTaq 50 U/ml, 6 mM MgCl,, SYBR Green I, 20 nM fluoresceina,

stabilizatori); 1i1) agitator; 1v) centrifuga de placi; v) aparat Real-Time PCR.

Mod de lucru

Calcularea eficientei amplificarii genei tintd (leptina) §i genei de referintd
(GAPDH - gliceraldehid fosfat dehidrogenaza)

Pentru calcularea eficientei se realizeaza 5 dilutii seriale ale ADNc: 10X (10
ng/reactie), 10°X (1 ng/reactie), 10°X (0,1 ng/reactie), 10*X (0,01 ng/reactie), 10°X
(0,001ng/reactie). Ulterior se parcurg urmatorii pasi:

1. Componentele prezentate in tabelele 43 si 44 se amestecd 1n tuburi de
centrifugd. Se agitd si se centrifugheaza usor. Se prepara doud amestecuri de reactie

separate, unul pentru gena de referinta si altul pentru gena {inta.

Tabel 43: Amestecul de reactie pentru gena leptinei.

Componente Volum (pl) Concentratie
iQ SYBR Green Supermix 12,5
Primer sens leptina 0,5 0,4uM
Primer antisens leptina 0,5 0,4uM
Apa fard nucleaze 7,4
Volum total 21

Tabel 44: Amestecul de reactie pentru gena GAPDH.

Componente Volum (pl) Concentratie
iQ SYBR Green Supermix 12,5
Primer sens GAPDH 0,5 0,4uM
Primer antisens GAPDH 0,5 0,4uM
Apa fard nucleaze 7,4
Volum total 21




Tabel 45: Schema reactiei Real-Time PCR.

Timpii si temperaturile de incubare

Aparat

Etapa 45 de cicluri Curba de melting Etapa
de PCR

initiala Denaturare | Hibridizare | Extindere finala

5 minute 30 secunde 30 secunde 25secunde I minut | 1 minut | Cresterea temperaturii o

IQ 95°C 95°C 61°C 72°C 95°C 55°C cu 0,5 °C/ciclu 20°C

Cycler 1 ciclu 1 ciclu 1 ciclu 85 cicluri

2. In godeurile plicutei de reactie se adduga cate 21l din amestecurile de reactie.

3. Se adauga 4 ul ADNc, diluat corespunzator §i se omogenizeaza prin amestecare

cu varful pipetei.

4. Placuta este sigilata cu o folie termorezistenta si se centrifugheaza usor.

5. Se aseaza placuta in aparatul PCR si acesta este programat respectand parametrii

prezentati in tabelul 45.

Fiecare dilutie se lucreaza in triplicat, iar la finalul reactiei se realizeaza o analiza a

datelor cu programul iCycler. In urma analizei se obtine curba standard si eficienta

reactiei pentru fiecare gena analizata (Figurile 39 si 40).

Log Starting Quantity, nanograms
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PCR Efficiency: 104.6 % o Standards
40
8
e ¥ D
e—— M5
. — 32 2
———— 0
D 7.
e
i 2 —
2 -1 0 1

Figura 39: Calcularea eficientei si a curbei standard pentru gena leptinei.
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Figura 40: Calcularea eficientei si curbei standard pentru gena GAPDH.

Cuantificarea relativi a expresiei genei pentru leptind

1. Componentele prezentate in tabelele 43 si 44 se amestecd 1n tuburi de
centrifugd. Se agitd si se centrifugheaza usor. Se prepara doud amestecuri de reactie
separate, unul pentru gena de referinta si altul pentru gena {inta.

2. In godeurile plicutei de reactie se adiuga cate 21ul din ambele amestecuri de
reactie.

3. Se adauga 4 ul ADNCc, diluat corespunzator (10 ng/reactie) si se omogenizeaza
prin amestecare cu varful pipetei.

4. Placuta este sigilatd cu o folie termorezistenta si se centrifugheaza usor.

5. Se aseaza placuta in aparatul PCR si acesta este programat ca in Tabelul 45.

Fiecare proba a fost lucrata in triplicat; iar pentru fiecare rasa s-au ales cate trei

exemplare. Rezultatele obtinute au fost prelucrate cu programul iCycler.

Rezultate si discutii
Dupa rularea probelor se obfin profilele din Figurile 41 - 43. Din curba
exponentiald de amplificare se obtine valoarea Ct (ciclul la care intensitatea fluorescentei

probele intersecteaza fluorescenta prag, iar din curba de melting se determina existenta



unei contamindri cu ADN genomic, prezenta dimerilor de primeri si a amplificarilor

nespecifice.
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Figura 41: Curba exponetiald de amplificare.
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Figura 42: Curba de melting pentru produsii de amplificare ai genei pentru leptina.
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Figura 43: Curba de melting pentru produsii de amplificare ai genei pentru GAPDH.

Dupa obtinerea valorilor Ct se realizeaza analiza rezultatelor. Astfel, se scrie
ecuatia amplificarii pentru fiecare proba, atat pentru gena f{intd cat si pentru gena de
referinta. Daca A reprezintd proba analizata, iar B proba control, pentru o singurd gena de
referintd vom avea ecuatia:

NCtZNO(l-i-E)Ct unde,
Nci = numarul de molecule de ADNc la ciclul Ct;
N, = numarul initial de molecule de ADNCc;
E = eficienta reactiei PCR;
deci pentru probele noastre:
(Nc)are=Noarer(14E) 4 (Nco)Bre=Noper (1+E) ¢
(Nco)aa=Noaar (1HE) A (Ncobw=Nopar (14E) P

Deoarece gena de referinta este diferitd de gena tinta, iar produsul de amplificare
are o marime diferita si va ingloba un numar diferit de molecule de SYBR Green, cele
doua valori (N¢g)ar, (Ncoarer Nu sunt egale si se va introduce un factor de corectie notat

cu k*. Astfel, ecuatia devine:

(NCt)Atar =k* (NCt)Aref .



Normalizarea se realizeaza prin calcularea raportului dintre Ny7, $1 Norer pentru
fiecare proba:

Noarar/Noarer = K¥[(1+E) Y /(1+E)“**" ] — proba A - tratat

Nobiar/Nogrer = K*¥[(1+E) ™Y (1+E)“®“"] — proba B - control

In cazul unei eficiente de 100% se obtine formula de mai jos:

Norar/Noaregr = k¥2CAFCR — [x8 _proba A analizata

Nobiar/Nopyer = k¥2CP B4 = x04C _ hroba B control

Pentru determinarea diferentei de expresie a genei {intd intre cele doud probe se
realizeaza raportul acestora: proba A/proba B. Vom avea ecuatia:

probaA/probaB = 2°4¢

In cazul unei valori de 1 se consideri ci gena are acelasi nivel de expresie in cele
doud conditii (control versus analizat); pentru o valoarea >1 gena este supraexprimata in
proba A analizatd comparativ cu proba B control, iar pentru o valoare <1 gena este

subexprimata in proba A comparativ cu proba B.



CAPITOLUL V. SECVENTIALIZAREA ADN

V.1 Secventializarea prin metoda ,,Dye-terminator”

Principiul metodei

Una dintre metodele folosite pentru secventializare este ,,dye-terminator”.

In cazul acestei metode un primer oligonucleotidic este desemnat pe bazi de
complementaritate cu secventa pe care dorim sa o secventializam. Plecand de la
extremitatea 3’-OH a primerului imperecheat, o ADN polimeraza sintetizeaza catena
complementard in prezentd de deoxinucleotide (ANTP) si dideoxinucleotide (ddNTP).
Fiecare dintre aceste dideoxinucleotide sunt marcate cu cate un colorant fluorescent
diferit. La fiecare Incorporare a unui ddNTP elongarea catenei este stopatd, ceea ce
genereazd o colectie de fragmente de marimi diferite, dar care se termind cu un ddNTP
marcat corespunzator.

Daca se pastreaza o proportie corecta intre prezenta dNTP si ddNTP, se vor obtine
fragmente nou sintetizate de toate lungimile, terminate printr-un ddNTP diferit.
Fluorescenta acestora va fi analizatd cu ajutorul unui detector LASER care excita
marcatorul fluorescent, radiatia acestuia fiind preluatd de o camerd speciala. Semnalul
este prelucrat de programe specializate de calculator obtindndu-se in final
electroforegrama corespunzatoare secventei analizate.

In cazul experimentului de fati am realizat amplificarea unui fragment de ADN la
nivelul cédruia este posibila aparifia unei mutatii punctiforme care sa conduca la
declansarea deficientei de adeziune leucocitara bovina.

Baza moleculara a maladiei este reprezentata de prezenta unei mutagii punctiforme
(adenina trece in guanind) de la nivelul ARNm/ADNc al genei CDI18 care determina
substitutia acidului aspartic cu glicina in pozitia 128 a proteinei de adeziune D128G

(Shuster et al., 1992, Jorgensen et al., 1993, Gerardi, 1996, Meylan et al., 1997).

Material biologic: probe de ADN genomic.



Reactivi si aparatura pentru reactia de amplificare: 1) amestec de deoxi-
nucleotide 10 mM din fiecare; ii) clorurd de magneziu 25 mM; iii) tampon PCR 10X care
contine 100 mM TRIS-HCI, 500 mM KCI, pH 8,3; ADN polimerazd AmpliTaq Gold 5
U/ul; 1v) apad ultrapurd; v) primeri sens si antisens 20 uM; vi) aparat PCR; vii)
spectrofotometru UV/VIS; ix) agitator.

Reactivi si aparatura pentru purificare si precipitare: 1) Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega); i1) izopropanol 80%:; ii1) formamida deionizata; iv) solutie
acetat de sodiu 3 M, pH 4,6; v) etanol 95% si 70%; vi) apa deionizata; vii) centrifugd de
vid; viil) microcentrifugd; ix) agitator; x) pompa de vid; xi) plitd cu incalzire si agitare
magnetica.

Reactivi si aparatura pentru reactia de secventializare: 1) tampon BigDye 5X; 1)
BigDye Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) care confine: amestec
de deoxinucleotid trifosfati, amestec de dideoxinucleotid trifosfati marcati fluorescent,

ADN polimeraza; vii) agitator; viii) termobloc; ix) microcentrifuga.

Mod de lucru

Initial se realizeaza o reactie PCR folosind primeri specifici nemarcati fluorescent,
prin care se amplificd fragmentul ce urmeaza a fi secventiat. Amplificarea se realizeaza
printr-o reactie PCR clasica.

Dupa terminarea reactiei PCR se trece la purificarea produsilor de amplificare
folosind kitul Wizard PCR Preps.

1. Intr-un tub de centrifuga de 1,5 ml se adauga 100 pl de tampon de purificare.

2. Peste acesta se adauga intre 30 si 300 ul produs PCR si se vortexeaza puternic.

3. Se adauga 1 ml de rasind de purificare si se vortexeaza puternic cate un minut de
trei ori la rand.

4. Se pregateste o coloana de purificare, prin atagarea unei minicolonite la suportul
special, pentru fiecare produs care trebuie purificat.

5. Amestecul rasina-ADN se pipeteaza n coloane si apoi acestea sunt conectate la

pompa de vid.



6. Pompa de vid este Indepartatd si se spald coloana cu 2 ml izopropanol 80 %. Se
reconecteaza coloana la vid.

7. Rasina este uscatd prin mentinerea la vid timp de 30 de secunde. Coloana se
indeparteaza si se transfera intr-un tub de centrifuga nou.

8. Centrifugare 2 minute la 10000 rpm.

9. Coloana se transferda intr-un alt tub de centrifugd curat, se adauga 50 pl apa
ultrapura sau tampon TE si se incubeaza 1 minut la temperatura camerei.

10. Centrifugare 20 de secunde la 10000 rpm pentru a elua fragmentele de ADN.
ADN purificat poate fi pastrat la 4 °C pe termen scurt sau la — 20 °C pentru un timp mai
indelungat.

Dupa realizarea purificarii, produsii obtinuti sunt analizati la spectrofotometru
pentru stabilirea concentratiei si a raportului de puritate Ajgo/Asgo.

In urmatoarea etapi se trece la realizarea reactiei de amplificare specifici pentru
secventializare. Trebuie precizat cad pentru secventierea catenei sens se adaugd in
amestecul de reactie numai primerul sens, iar pentru secvengierea catenei antisens numai
primerul antisens, dar niciodata ambii.

1. Amestecul de reactie se prepara prin addugarea componentelor prezentate in

tabelul 46. Se vortexeaza si se centrifugeaza usor.

Tabel 46: Reactivi si cantitati necesare realizarii reactiei de amplificare specifica pentru secventializare.

Componente Cantitati

Amestec de nucleotide si dideoxi-nucleotide marcate fluorescent | 4 ul

Proba ADN purificat 8 ng

Tampon BigDye 5x 2 ul

Primer sens sau antisens 3,2 pmol

Apa deionizata pana la un volum final de 20 pul

2. Tuburile se pun 1n aparatul PCR programat la parametrii indicati in tabelul 47.
La finalizarea reactiei trebuie realizatd precipitarea produsilor obtinuti. Aceasta
etapa este absolut necesara deoarece Tn urma reactiei de amplificare raiman neincorporate

multe dideoxinucleotide marcate fluorescent. Acestea trebuie eliminate complet inainte ca



probele sa fie sa fie supuse electroforezei capilare. Excesul de dideoxinucleotide poate
afecta rezultatele prin creearea unor zone cu fluorescentd puternicd la nivelul

electroforegramelor. Precipitarea se poate realiza folosind una dintre metodele de mai jos.

Tabel 47: Schema reactiei de amplificare specifica pentru secventializare.

Timpii si temperaturile de incubare

Aparat de — _

PCR Etapa 25 de cicluri Etapa finala

initiala
Denaturare Hibridizare Extindere o
4°C

GeneAmp | 1 minut 10 secunde 5 secunde 4 minute

9700 96°C 96°C 50°C 60°C

Precipitarea folosind acetat de sodiu/etanol

1. Amestecul de reactie se transfera intr-un tub de centrifuga de 1,5 ml si se adauga
2,5 ml acetat de sodiu 3 M, pH 4,6 si 50 ul etanol 95%.

2. Se agita puternic si se incubeazad la temperatura camerei 15-20 minute pentru
precipitarea produsilor de reactie.

Un timp de precipitare mai mic de 15 minute va cauza pierderea produsilor de
reactie cu lungimi mici.

3. Centrifugare 20 minute, la 4°C si 14000 g.

4. Se arunca cu atentie supernatantul prin aspersie cu micropipeta sau prin
inclinarea tubului. Sedimentul este greu vizibil.

Este foarte important ca supernatantul sa fie eliminat in intregime deoarece
dideoxinucleotidele neincorporate sunt dizolvate la nivelul lui.

5. Se adauga 250 pl etanol 70%, apoi se vortexeaza.

6. Centrifugare 5 minute la 13400 rpm.

7. Se indeparteaza supernatantul la fel ca in pasul 4.

8. Sedimentul este uscat la centrifuga de vid timp de 10-15 minute sau prin lasare 1

minut la 90°C, in termobloc.



Precipitarea folosind izopropanol

1. Amestecul de reactie se transfera intr-un tub de centrifuga de 1,5 ml si se adauga
80 ul izopropanol 75%, rece.

2. Se agita puternic si se lasa tuburile 15 — 20 de minute la temperatura camerei
pentru precipitarea produsilor de reactie.

Un timp de precipitare mai mic de 15 minute va cauza pierderea produsilor de
reactie cu lungimi mici.

3. Centrifugare 20 de minute la 13400 rpm.

4. Se arunca cu atentie supernatantul prin aspersie cu micropipeta sau prin
inclinarea tubului. Sedimentul este greu vizibil.

Este foarte important ca supernatantul sa fie eliminat in intregime deoarece
dideoxinucleotidele neincorporate sunt dizolvate la nivelul lui.

5. Se adauga 250 pl izopropanol 75% si se amesteca puternic.

6. Centrifugare 5 minute la 13400 rpm.

7. Se indeparteaza supernatantul la fel ca in pasul 4.

8. Sedimentul este uscat la centrifuga de vid timp de 10-15 minute sau prin lasare 1
minut la 90°C, in termobloc.

Precipitarea folosind etanol

Folosind acest tip de precipitare, urme de dideoxinucleotide marcate vor ramane la
nivelul probelor, acestea putand fii ulterior observate la inceputul electroforegramelor
(pana la lungimea de 40 de baze). De asemenea, recuperarea fragmentelor scurte s-ar
putea realiza cu dificultate.

1. Amestecul de reactie se transfera intr-un tub de centrifuga de 1,5 ml si se adauga
16 pul de apa deionizatd si 64 pl etanol 95%, rece. Concentratia finald a etanolului trebuie
sa fie de aproximativ 60%.

2. Se agita puternic si se lasa tuburile 15 — 20 de minute la temperatura camerei
pentru precipitarea produsilor de reactie.

Un timp de precipitare mai mic de 15 minute va cauza pierderea produsilor de

reactie cu lungimi mici.



3. Centrifugare 20 de minute la 13400 rpm.

4. Se arunca cu atentie supernatantul prin aspersie cu micropipeta sau prin
inclinarea tubului. Sedimentul este greu vizibil.

Este foarte important ca supernatantul sa fie eliminat in intregime deoarece
dideoxinucleotidele neincorporate sunt dizolvate la nivelul lui.

5. Se adauga 250 pl etanol 70% si se amesteca puternic.

6. Centrifugare 10 minute la 13400 rpm.

7. Se indeparteaza supernatantul la fel ca in pasul 4.

8. Sedimentul se usuca la centrifuga de vid timp de 10-15 minute sau prin lasare 1
minut la 90°C, in termobloc.

Pregatirea probelor pentru electroforeza capilara

1. Precipitatul se resuspendd in 15ul formamida deionizatd. Se vortexeaza 30
secunde si se centrifugheaza usor.

2. Continutul se denatureazd prin incilzire 3 minute, la 95°C si apoi plasare pe
gheata 5 minute.

3. Probele se introduc in analizatorul genetic automat.

Rezultate si discutii

Electroforegramele rezultate in urma migrarilor sunt prelucrate cu ajutorul
programului Sequencing Analysis 5.1 (AppliedBiosystems) obtinandu-se secventele de
nucleotide ale acestora.

Existd mai multe aplicatii importante ale secventializarii acizilor nucleici. Una
dintre ele este obtinerea de novo a secventelor si ulterior introducerea acestora in bazele
de date internationale. O altd aplicatie este identificarea mutatiilor sau a polimorfismelor
de secventd. In cazul de fatd am realizat amplificarea zonei de interes de la nivelul ADN
genomic bovin in vederea evidentierii mutatiei punctiforme ce duce la declansarea
deficientei de adeziune leucocitara bovina.

In figura 45 este prezentatd secventa revers (complement) a unui individ normal,

iar in figura 46 secventa unui heterozigot purtitor. In ultimul caz se poate observa clar



prezenta mutatiei punctiforme nucleotidei notata cu N. Secventele prezentate in imagini
sunt obtinute prin amplificarea cu primerul antisens, acest fapt generand aparitia secventei
complementare si deci a polimorfismului complementar T trece in C. Individul
haterozigot analizat prezintd o copie normald a genei (prezinta A, respectiv T in cazul
complementului) si o copie mutanti (prezinti G, respectiv C in cazul complementului). In

figura 47 este prezentata alinierea secventei mutante cu secventa normala a genei.

AGAGGTCCATCAGGTAGTACAGGTCGATGGGGTAGCCCTTGGCCCTCCC

\ WMMM |

Figura 45: Secventa complementara caracteristica indivizilor normali pentru BLAD.

AGAGGTCCATCAGG TAGTACAGGNCG ATGGGGTAGCCCTTGGCCCTCC
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Figura 46: Secventa complementara caracteristica indivizilor haterozigoti purtatori pentru BLAD.
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Figura 47: Alinierea secventei normale si mutante la nivelul genei implicate in declangsarea BLAD.
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