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In cea de-a doua etapa are loc legarea primerilor oligonucleotidici sintetici la
catena de ADN, pe baza de complementaritate. Temperatura amestecului de reactie
este coborata la valori care depind de lungimea primerilor si de compozitia lor in
nucleotide. Primerii sunt monocatene scurte de ADN, desemnate pe baza de
complementaritate cu secventa din ADN de interes. Hibridizarea primerilor se
efectueaza prin scaderea temperaturii pana la 0 valoare care permite refacerea
puntilor de hidrogen dintre acestia si catena matrita.

In cea de-a treia etapa are loc sinteza unei noi catene de ADN pornind de la
primeri cu ajutorul unei ADN polimeraze ;;i in prezenta deoxinucleotid-trifosfatilor
(dNTP). Acest proces va conduce la obtinerea unor noi catene de ADN
complementare cu matrita. La finalul acestei etape moleculele de ADN apar sub
forma dublucatenara in amestecul de reactie.

Sinteza noilor catene poate fi repetata prin reluarea celor trei etape, iar aceasta
repetitie reprezinta intrarea intr-un nou ciclu de amplificare. Fiecare catena nou
sintetizata devine matrita pentru noul ciclu de amplificare, astfel incat secventa tinta
de ADN este selectiv amplificata m fiecare pas al reactiei. Produsul de reactie obtinut
se numeste amplicon si va contine la capete secventele primerilor folosiji la
amplificare.

Primii produsi rezultati prin copierea catenelor originale au 0 lungime diferita
fata de catenele pe care ADN polimeraza le sintetizeaza in continuare. In al doilea
ciclu de amplificare produsii au de asemenea 0 lungime nedeterminata, Abia din al
treilea ciclu de amplificare fragmentele obtinute vor avea 0 lungime definita,
corespunzatoare pozitiei primerilor, respectiv distantei dintre acestia. Odata cu eel
de-al patrulea ciclu, numarul de copii al secventei p.nta de interes va creste
exponential,

Ecuatia care defineste numarul de copii din amestecul final de reactie este
prezentata mai jos:

IV.l.l EtapeZe tehnicii vc«

o reactie de amplificare in vitro se realizeaza In trei etape diferite (Figura 54):,
1. Denaturarea ADN matrita.
2. Hibridizarea (anelarea) primerilor pe baza de complementaritate.
3. Sinteza (elongarea) noii catene de ADN avand drept matrita catena .veche.
In rima etapa are loc de fapt 0 denaturare termica a macromoleculei de ADN

p . . ADN este
dublucatenare. Astfel, temperatura amestecului de reactie, care contine §l . :
ridicata pana la 0 valoare care sa conduca la ruperea puntilor de hidrog.en stabilite ~~
baza de complementaritate intre cele doua catene. La final, m solutie vom regasl

ADN monocatenar.
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Este de remarcat faptul ca in practica, dupa un numar finit de cicluri de
amplificare, acumularea produsilor de reactie intra mtr-o faza de platou. Deci,
procesul foarte eficient de amplificare nu este chiar nelimitat, existand 0 serie
intreaga de factori care fac ca randamentul acestuia sa nu fie maxim.Figura 54. Etapele reactiei peR.
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Astfel, dupa circa 40-45 de cicluri de amplificare, cantitatea de polimeraza
activa incepe sa se diminueze iar valoarea activitatii enzimatice totale sufera 0

scadere, in special datorita denaturarii termice. Un alt factor limitant este si
rehibridizarea catenelor matrita cu 0 viteza mai mare atunci cand concentratia,
ampliconilor depaseste un anumit prag, conducand astfel la scaderea eficientei de
hibridizare a primerilor. De asemenea, dupa 40-45 de cicluri are loc ~i scaderea
concentratiei de dNTP si diminuarea eficientei tamponului de reactie, Toti acesti
factori vor conduce la un declin accentuat al acumularii de ampliconi ~i la intrarea
intr-o faza stationara, de platou, a reactiei PCR., ,

IV.l.2 Componentele unei reactii PCR

Rezultatele amplificarii prin tehnica PCR sunt dependente de mai multe
componente care se adauga de la inceput in amestecul de reactie. Cantitatea si
concentratia optima a acestora este determinata experimental.

1. Matrita: poate fi reprezentata de fragmente de ADN, ADN genomic sau
ADNc. Modul in care sunt pregatite probele pentru reactia PCR poate face diferenta
intre obtinerea unor rezultate bune sau lipsa totala a amplificarii, Atunci cand
pregatim proba trebuie sa avem in vedere doua aspecte extrem de importante:
obtinerea unei cantitati suficiente de ADN .:;:ieliminarea oricaror substante potential

I , ~ I I

inhibitoare ale reactiei de amplificare. De asemenea, la fel de importanta este si sursa
biologica din care se realizeaza extractia si izolarea matritei, Spre exemplu, atunci
cand se extrage ADN dintr-o proba inclusa in parafina pot aparea fragmentari ale
materialului genetic in timpul procedeelor de includere in parafina. In cazul
matritelor ADNc, provenite din ARN, este foarte important modul in care materialul
biologic din care s-a realizat extractia a fost prelevat, stocat si manipulat ~i totodata,
modul in care ARN extras a fost conservat, datorita marii fragilitati a acestui tip de
acid nucleic. Probele de ARN trebuie sa fie libere de ribonucleaze ~i se pot stoca pe
termen lung exclusiv la temperaturi de -80°C.

2. Tarnp011111 de l'eactie si clo1'ttl'a de -mag'lleziu: majoritatea tampoanelor de
reactie sunt furnizate sub forma concentrate fiind necesara diluarea lor inainte de,
utilizare. Tampoanele de reactie au urmatoarele roluri intr-o amplificare prin tehnica
PCR: mentin stabila valoarea de pH in amestecul de reactie, protejeaza ADN
polimeraza de scaderea prematura a activitatii enzimatice, minimizeaza efectul
eventualilor inhibitori ~i stabilizeaza matri]a. Rolul tamponului de reactie este extrem
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de important si datorita faptului ca activitatea enzimanca a ADN polimerazelor este
optim~ ~tr-un domeniu foarte ingust de pH, iar orice modificare, chiar si minora, in
afara ~llrutelor acestuia poate conduce la scaderea puternica a amplificarii.

In practica se utilizeaza mai multe tipuri de tampoane ale carer componente
vari~za in functie de tipul de polimeraza utilizat. Cel mai comun tampon folosit
~onpne TRIS-HCI (pH 8,3), clorura de potasiu ~i gelatina. Tampoanele de reactie pot
mclude sau nu clorura de magneziu. Daca aceasta nu este inclusa in tampon trebuie
adaugata obligatoriu, separat, in amestecul de reactie. Prezenra ionilor de magneziu

est~ ~xtre~ de importanra deoarece ei sunt activatori ai ADN polimerazei,
optimizeaza temperatura de topire a ADN dublu catenar ~i faciliteaza interactia
prim~r.-~~trita. Cantitapls insuficiente de ioni bivalenti de magneziu due 'la
amplifican slabe, iar cantitatile crescute conduc la aparitia de produsi de amplificare
nespecifici .

.3. ~~oXillucleotid-trifosfat{i (dNTP): sunt livrati fie sub forma a patru solutii
stoc individuale, fie sub forma de amestec. Solupile sunt ajustate la 0 valoare optima
de p~. Concentrapile optime de dNTP introduse in reactie depind de mai multi
facto.n cum ar fi concentrajia de clorura de magneziu, concentratia primerilor,
lungimea fragmentului care urmeaza sa fie amplificat ~i numarul de cicluri de
reactie.,

In optimizarea unei reactii de amplificare PCR concentratia de dNTP este
determinata empiric. Concentratii crescute de dNTP pot inhiba A~N polimeraza, iar
concentrapile scazute conduc la objinerea unei fidelitati mai mari a reactiei. De
obicei, concentrapa optima de nucleotide este situat~ in jurul valorii de 200
pM/ amestec de reactie, Aceasra valoare este suficienta pentru a sintetiza aproximativ
12,5 pg ADN atunci cand jumatate dintre nucleotide sunt incorporate in noile catene
(Gerstein S.A., 2001). In anumite scopuri se pot utiliza deoxinucleotide marcate
fluorescent sau radioactiv.

4. ADN polintel·tl.za: la realizarea reactiei PCR s-a folosit initial fragmentul
Klenow al ADN polimerazei I din Escherichia coli. Ulterior au fost descoperite, izolate,
produse la scara industriala si utilizate ADN polimerazele termostabile. In tabelul 1
sunt prezentate principalele caracteristici ale catorva dintre cele mai importante
ADN polimeraze termostabile.
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Tabell. Principalele proprietati ale catorva ADN polimeraze termostabile (dupa Gerstein S.A.,
Molecular Biology Problem Solver A Laboratory Guide, 2001).

Enzima Activitate Activitate Stabilitate termidi Viteza de
3'-5' 5'-3' (minute trecute pana sinteza a noii
exonucleazica exonucleazica la injumatatirea catene

activitatii enzimatice) (dNTP/
secundaj
mol)

Taq ADN polimeraza absenta prezenta 40 - 60 la 95°C 60 -150
Tth ADN polimeraza absenta prezenta - 25
Pfu ADN polimeraza prezenta absenta 1140 la 95°C 60
(forma nativa sau
recombinanta)
TIi polimeraza prezenta absenta 402la 95°C 67
(Vent® Polimeraza)
Tbr ADN polimeraza absenta prezenta 150 la 96"C -
(Dynazyme)
Platinum Pfx prezenta absenta 720 la 95°C 100 - 300
Platinum Taq absenta prezenta 96la 95·C 60 -150
AdvanTaq absenta absenta 40 la 95°C 40
polimeraza
Mth ADN prezenta absenta 12la 75°C -
polimeraza

Una dintre cele mai importante proprietati ale ADN polimerazelor este
fidelitatea. Aceasta poate fi definita ca fiind abilitatea enzimelor de a incorpora
nucleotidul corespunzator pe baza de complementaritate la nivelul noii catene ~i de a
corecta eventualele erori aparute in timpul sintezei. Corectarea incorporarilor gresite
se poate realiza exclusiv prin prezenta activitajii 3'-5' exonucleazice (capacitate de
corectare - proofreading). Conform lui Gerstein S.A., 2001, cateva dintre ADN
polimerazele termostabile prezinta urmatoarele rate de fidelitate exprimate in
frecventa a mutatiilor/ perechi de baze/ ciclu de replicare:

Pfu (1,3 x 10-6)> Vent (2,8 x 10-6)> Taq (8 x 10-6)

De mentionat ca activitatea 3'-5' exonucleazica, responsabila de repararea,
greselilor, poate reduce semnificativ randamentul reactiei PCR, mai ales atunci cand
secventa finta are 0 lungime mare. Acest fapt se datoreaza fenomenului de degradare
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a primerilor aflati inaintea sensului de inaintars a enzimei mai ales cand intervalul de
timp neeesar etapei de extindere este crescut.

Cateva dintre principalele polimeraze termostabile utilizate pe scara larga in
tehnica PCR sunt descrise in continuare:

i) Taq/AmpliTaq ADN polimeraza - a fost izolata din Thermus aquaticus, apoi
modificata ~i clonata in Escherichia coli. Viteza de sinteza este de 60-150 nucleotide pe
secunda la 0 temperatura optima de 70-80°C. Enzimele au 0 activitate 5'-3'
exonucleazica care permite inlaturarea nucleotidelor care sunt situate inaintea
lantului nucleotidic afIat in crestere. AmpliTaq polimeraza are aceleasi proprietati cu
Taq polimeraza dar este produsa in Escherichia coli prin recombinare genetica,
Reproductibilitatea ~i puritatea acesteia este mult mai mare decat a Taq polimerazei
simple. Exista ~i 0 varianta a acestei polimeraze careia li lipseste un fragment de 289
de aminoacizi de la capatul N-terminal. Aceasta forma este lipsita de activitate 5'-3'
exonucleazica ~i poate amplifica mai eficient matritele ADN circulare. De asemenea,
este de doua ori mai stabila la temperaturi inalte decat Taq polimeraza si acest fapt
permite utilizarea ei in amplificarea unor matrije bogate in Gc.

ii) Vent ADN polimeraza - a fost izolata din Thermococcus litoralis. Enzima este
mult mai stabila decat alte polimeraze si este capabila sa produca ampliconi cu
lungimi mario Poseda ~i activitate 3'-5' exonucleazica (proofreading) ceea ce li permite
inlaturarea bazelor incoreet incorporate. Totusi acest tip de activitate exonucleazica
are si dezavantaje putand conduce la degradarea primerilor.

iii) Pfu ADN polimeraza - izolata din Pyrococcus furiosus, are activitate 5' -3' ~i
3'-5' exonucleazica si 0 specificitate de 10 ori mai mare decat Taq polimeraza. Este
utilizata frecvent in reactiile de secventializare, ,.

iv) Tth ADN polimeraza - a fost izolata din Thermus thermophilus, apoi
modificata ~i clonata in Escherichia coli. In prezenra ionilor de mangan poate fi
utilizata ca reverstranscriptaza, iar in prezenta ionilor de magneziu i§i reia activitatea
ADN polimerazica. Deci enzima poate fi folosita la obtinerea ADNc pornind de la
ARN, in acelasi tub de reactie. Pentru asta trebuie adaugati in amestecul de reactie
atat ioni de mangan, cat ~i de magneziu. Ulterior, ionii de mangan trebuie chelatati ~i
inactivaji pentru a permite reluarea activitatii ADN polimerazice a enzimei.

v) Phusion™ High-Fidelity ADN polimeraza - enzima a fost obtinuta prin
inginerie genetica, In cazul acesteia, a fost adaugat la polimeraza propriu-zisa
(similara cu cea izolata de la genul Pyrococcus) un domeniu suplimentar de legare a
ADN dublucatenar. Acesta creste afinitatea polimerazei pentru dublul helix ADN,
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permitand aditia nucleotide lor cu 0 viteza crescuta, In plus, enzima este capabila sa, ,
amplifice cu succes secven]e cu lungimi foarte mario

_5.Apa ultl'apur-a: se utilizeaza exclusiv apa ultrapurificata, libera de nucleaze.
Aceasta se poate obtine din apa purificata de tip MilliQ™, care este ulterior
sterilizata prin autoclavare.

6. Primerii: desemnarea primerilor este un proces sensibil de care depinde
reusita reactiei PCR. La alegerea acestora trebuie respectate cateva reguli generale:

i. lungimea optima a primerilor poate fi cuprinsa intre 19 si 28 de nucleotide.
Totusi, intervalul de lungime poate fi modificat in functie de necesitati. In acest caz,
trebuie sa pnem cont ca primerii cu lungimi foarte mari (intre 28 si 36 de nucleotide)
dau specificitati foarte bune, dar hibridizeaza cu 0 eficienta scazuta, in timp ce
primerii scurti (16-18 nucleotide) se vor lega cu randamente foarte crescute la matrita,
dar vor genera produsi nespecifici de amplificare tocmai datorita acestui fapt.

ii. primerii trebuie sa contina un numar aproximativ ega 1 din cele patru
nucleotide, evitandu-se pe cat posibil regiunile cu secventa repetitiva. Aceasta va
conduce la eliminarea regiunilor cu structuri secundare de tip "ac de par" (hairpin)
sau stem-loop (Figura 55). Continutul in GC trebuie sa fie cuprins intre 40 si 60%, iar
repetitiile de guanina sau citozina trebuie evitate.

Re4_JillIle "Stem"

Snuctur ,1 "Stem-loop" Structura "Hahpln"

Figura 55. Tipuri de structuri secundare.

111. perechile de primeri trebuie alese astfel incat sa nu prezinte
complementaritate la nivel intra- si interindividual, acest lucru permitand reducerea
la minimum a posibilelor interactii dintre primeri (ex. dimeri de primeri).

iv. distanta dintre doi primeri la nivelul matritei trebuie sa fie mai mica de 5-6
Kpb dar s-a observat 0 eficienta foarte scazuta a reactiei in cazul in care lungimea, , ,
produsului de amplificare depaseste 3 Kpb.
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v. pentru utilizarea primerilor in bune conditii trebuie stabilita cu exactitate
temperatura optima de hibridizare. Acesta se poate determina exclusiv experimental
prin realizarea unei reactii PCR in gradient de temperatura.

La final, dupa desemnarea secventelor perechilor de primeri, acestea trebuie
verificate utilizand aplicapa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponibila pe
pagina de internet a NCBI (National Center for Biotechnology Information _
~.l~bi:n~l.nih.gOV/BLAST). Aceasta poate identifie_a automat toate potentialele
smma:'ltap_ dintre secvenjele stocate in baza de date ~isecvenra desemnara a primerilor,

In practica, se pot folosi in anumite situatii primeri degenerati. Ace~tia sunt utili
atunci cand dorim amplificarea unei regiuni necunoscute dintr-o ~ena cu conditia de
a cunoasro secventa genei respective la un organism foarte apropiat din punct de
vedere filogenetic. Pentru desemnarea acestor primeri este ideal sa detinem
Informatii despre un numar cat mai mare de secvente de interes de la organisms
inrudite filogenetic (ex. specii aparjinand unei anumite categorii taxonomice), sa Ie
traducem in aminoacizi, daca este cazul, si apoi sa le comparam. Regiunile inalt
c_onservate in ceea ce privesre seCventi;1 de aminoacizi pot deveni tinte pentru
desemnaroa primerilor degeneran. Practic, acesti primeri se desemneaza in functie de
secventa de aminoacizi codificata (Figura 56). '

Secventa proteica
M(;t - -7y:-- -Cya- '-;\.3:1- -Thr--Arg -Fro _,-;:,:y

Codoni posibili
AT": ,.IV_: TC:- ;\AT ,\C'!' I..cr, GeT 00:'1)\T T~" AI'I!:: rs:: .--.- 1"( ....., G ~,",,',-

)41 .....'\.1' u_'_
A Co, GC./~ CGA
#'\C'~; GCf,~ GOO

Primer rezutet
A~'- :'J\C T~T ,.. ;0.:: .-.L!_, .\C'r· (""'1- •• GCjl'~'"'t.I~)~ W"-,i

T C C .' .::; c c0-

,l
J~~ H

G ..'" r~-.

Figura 56. Schema de desemnare a primerilor degenerati.

Exista ~i 0 reglementare international a eu privire la folosirea unor prescurtari
standard cu privire la nucleotide, prescurtari utilizate la desemnarea secventelor
primerilor degenerati (Tabe12). '

De asemenea, la realizarea unei reactii PCR trebuie sa tinem cont de faptul ca 0

eoncentrape crescuta a primerilor poate conduce la formarea produsilor nespecifici
de amplificare, mai ales atunci cand concentratia matritei este scazuta,
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Etapa a treia, de extensie, se realizeaza la 70-76°C, care este temperatura optima
de activitate pentru ADN polimerazele termostabile. Timpul necesar acestei etape
variaza in functie de lungimea fragmentului care trebuie amplificat. in practica exista
si 0 etapa finala de amplificare in care are loc extensia completa a tuturor
ampliconilor acumulati.

Numarul optim de cicluri care trebuie parcurse variaza intre 35 si 45. Un numar
mai mare de cicluri este posibil, dar poate conduce la aparitia unor erori de
amplificare si la acumularea in cantitari crescute a produsilor de reactie nespecifici.

Tabe12 Prescurtari standard IUPAC pentru diferite combinatii de nucleotide.
Prescurtare standard Nucleotide corespunzatoare

R G+A
y T+C
S G+C
W T+A
K G+T
M A+C
D G+T+A
H T+A+C
B G+T+C
V G+A+C
N G+A+T+C

IV.l.4 Probleme in realizarea reactiei peR

Principala limita a tehnicii PCR este legata de marimea secventei care urmeaza
sa fie amplificata. Practica a demonstrat ca este foarte dificila amplificarea unor
secvenro mai mari de 3 Kpb. in general, intr-o reactie PCR, pot fi amplificate in
condijii bune secvente cu 0 lungime de maximum 1,5-2,5 Kpb. 0 alta limita a tehnicii
este reprezentara de numarul de copii ale secventei de amplificat de la care pornim.
Daca in teorie putem porni amplificarea ~i de la 0 singura copie, in practica acest
lucru este imposibil.

Gradul de eficienta si specificitatea reactiei PCR sunt influentate de 0 serie de
I I I

componente: profilul termic al ciclurilor de temperatura, concentratia ionilor de
magneziu, structura ~i concentraria primerilor, concentratia de dNTP etc.

Una dintre marile probleme ale tehnicii este contaminarea, aceasta putand
conduce la objinerea amplificarilor fals pozitive. Principala sursa de contaminare a
matritei este reprezentata de manipularile anterioare ale acesteia. De asemenea,
impurificarilo pot sa provina si de la ceilalti reactivi utilizaji. Orice contaminare, cat
de mica, a unuia dintre reactivii introdusi in reactie va conduce aproape sigur la
obtinerea unor rezultate eronate. 0 alta sursa de impurificare poate fi reprezentara
de materialele folosite in realizarea tehnicii (varfuri, tuburi, micropipete etc.). Pentru
a putea controla problema contaminarn este absolut necesara realizarea unui control
negativ in care matrita ADN va fi Inlocuita cu apa.

Exista cazuri in care, in urma procedeelor de extractie ale matritei apar
impurificari ale acesteia cu diferiji compusi chimici prezenti de la inceput la nivelul
materialului biologic sau care au fost utilizati la izolare. Astfel, substante precum
heparina, SDS, sarcozilatul de sodiu, citratul de sodiu, fenolul, cloroformul, xilen-
cianolul si unele metale grele pot inhiba reactia PCR prin mecanisme diferite, Acelasi

IV.l.3 Parametri de timp §i temperatura

Aparatura necesara efectuarii reactiei PCR a suferit multe modificari de-a
lungul timpului ~i a fost pretabila la automatizare abia in momentul introducerii
polimerazelor termostabile. La ora actuala se folosesc aparate de PCR total
automatizate.

in prima etapa trebuie realizata 0 denaturare a rnatritei ADN. Acest proces
presupune ridicarea rapida a temperaturii la 94-96°C pentru 0 perioada de timp
suficienta, care sa permita separarea totala a dublei catene. Temperatura ridicata din
timpul etapei de denaturare, repetata la fiecare ciclu de reactie, poate conduce la
degradare partiala a matritei si implicit la unele erori de inco:porare a nucleotidelo~.

in cea de-a doua etapa are loc hibridizarea primerilor. Ingeneral, temperatunle
de hibridizare variaza intre 49 si 62°C. 0 temperatura scazuta genereaza hibridizari
nespecifice si ulterior obtinerea unor produsi nespecifici de amplificare, iar 0

temperatura crescuta poate duce la absenta procesului de anelare. Valoarea de
temperatura depinde exclusiv de structura primerilor si de lungimea acestora.
Temperatura optima de hibridizare se stabileste practic printr-o reactie PCR in
gradient de temperatura. in aceasta reactie, ADN matrita este hibridizat concomitent
la temperaturi diferite cu aceiasi primeri, in scopul stabilirii temperaturii optime care
sa permita eliminarea amplificarilor parazite si realizarea cu un randament maxim a
reactiei. Totodata, in decursul optimizarii pot fi variate si intervalele de timp in care
sun; parcurse treptele de temperatura, cat ~inumarul de cicluri de amplificare.
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Tehnica poate fi aplicata cu succes in studiul transpozonilor, retrovirusurilor ~i
tuturor secventelor ADN susceptibile sa se integreze la nivelul genoamelor, cu
conditia de a avea informatii partiale asupra situsurilor de integrare., , ,

IV.2.8 PCR pentru detectia metilarilor

Tehnica este utilizata pentru detectarea situsurilor metilate de la nivelul ADN.
Metilarea secventelor de ADN apare cu precadere la nivelul atomului de carbon din
pozitia 5 a citozinei. Aceasta modificare este implicata in represia transcriptiei
anumitor gene.

La inceput matrita este tratata cu bisulfit de sodiu care va converti citozinele
nemetilitate in uracil. Citozinele metilate nu vor fi afectate de acest tratament.
Ulterior se realizeaza doua reactii PCR avand drept matrita ADN modificat, folosind, , ,
seturi de primeri identice. Una dintre perechile de primeri va amplifica ADN metilat
deoarece recunoaste citozinele metilate. Cealalta pereche recunoaste uracilul rezultat
in urma tratamentului cu bisulfit de sodiu si amplifica ADN nemetilat. In acest fel, in
urma analizei ampliconilor obtinuti, se vor putea identifica zonele din ADN care
contin citozina metilata,

IV.3 Tehnici derivate din reactia PCR

IV.3.1 PCR in timp real (Rea 1-Time PCR)

I
II Prin Real-Time PCR se realizeaza concomitent amplificarea si cuantificarea

acumularii unei secvente de ADN tinta. Metoda este folosita in principal pentru, ,
detectarea nivelului de expresie al unor gene cu ajutorul moleculelor fluorescente,
dar si pentru a detecta prezenta unor mutajii la nivelul diferitelor regiuni din ADN.

Metodele traditionale folosesc gelul de agaroza pentru detectarea si
caracterizarea produsilor PCR. Aceasta abordare ridica diverse probleme de
rezolutie sensibilitate sau precizie. Real-Time PCR este 0 tehnica mult mai eficienta, '
datorita acuratetei cantitative a amplificarii si detectiei acumularii ampliconului pe, ,
parcursul intregii reactii de amplificare. Astfel, proba este monitorizata in timp real ~i
exista avantajul ca la ora actuala metoda este complet automatizata,
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. Pr~c~piul cu~nti£icarii. Real-Time PCR mglobeaza mecanismele de amplificare
~l detectie mtr-un smgur proces folosind compusi fluorescenJ::i care au capacitatea de
a c~rela concentraJ::ia ampliconilor cu intensitatea semnalului Iuminns, Practic,
tehnica .are ata~ apli~aJ::ii calitative (identificarea unor mutaJ::ii), cat si cantitative
(dete~mmarea ruvelunlor de expresie a genelor).

In marea majoritate a cazurilor Real-Time PCR este cuplat cu tehnica RT-PCR
pentru realizarea cuantificarii ARNm. In acest scop, tehnica poate fi realizata fie intr~
o s~g~r: etapa ~intreaga reacJ::ie, de la sinteza ADNc pana la amplificare, este
real~zata v

mtr-un smgur tub), fie in doua etape (revers-transcrierea §>iamplificarea se
reah~eaza ca pr~cese diferite, in tuburi separate). Metoda realizata intr-o singura
etapa are avantaiu] ca minimizeaza variaJ::iile experimentale deoarece ambele reactii
enzimatice au loc intr-un singur tub, dar prezinta dezavantajul degradarii rapide' a
matr~~ei ARN de la care se porneste, Metoda Real-Time PCR in doua etape separa
reactiile de revers-transcriere si de amplificare, ceea ce permite optimizarea canntani

~e A~~~ utilizara ~ .reacpe (pr~ realizarea unor dilujii ale ADNc si analizarea l;r)
§>lposlblhtatea reluarii procesului de amplificare pornind direct de la ADNc.

~inamica readiei de aIl1plificare. Daca analizam acumularea de ampliconi intr-
o rea~tle PCR o~servam ca exista 0 diferenja marcanta intre teorie §>ipractica in ceea
ce prrvests profilul curbei de amplificare (Figura 60).

Analiza cineticii unei reactii PCR ne ofera imaginea unei curbe de amplificare
avand trei faze distincte:

1) Faza timpurie de acumulare, in care numarul de ampliconi este inca foarte
scazut.

2) Faza de crestere exponentiala a numarulul de produsi de amplificare.

~~ Faza de platou, marcata de 0 incetinire dramarica a producerii ampliconilor
datonta unor factori fizici cum ar fi denaturarea ADN polimerazei, scaderea
concentraJ::iei de dNTP, acumularea in exces a pirofosfatului sau inhibarea reactiei de
sinteza datorita acumularii in numar mare a catenelor nou sintetizate. '
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Figura 60. Dinamica unei reacjii PCR si fazele de acumulare ale ampliconilor.

in faza timpurie de acumulare, detectia si implicit monitorizarea reactiei este
imposibila datorita valorilor scazute ale fluorescentei. Ciclul de reactie in care
valoarea intensitatii fluorescentei depaseste valoarea de fundal si devine detectabila
se numeste Threshold Cvcle (et) si, practic, din acest moment este posibila
monitorizarea reactiei PCR. in acest moment reactia intra in faza de crestere,
exponentiala, iar numarul de copii amplificate este cuprins intre 1010 si 1012. Cu cat
numarul de copii din secventa de interes este mai mare, la inceputul reactiei, cu atat
mai purine cicluri de amplificare vor fi necesare pentru a genera numarul minim de
ampliconi de la care este posibila detectia. 0 cuantificare corecta se obtine atat timp
cat monitorizarea se face in faza de crestere exponentiala. Odata cu intrarea in faza
de platou, cuantificarea nu mai este relevanta.

Curba de topi:re (Melting Curve). Este utilizata pentru evaluarea acuratetii cu
care s-a desfasurat reactia Real-Time PCR. Analiza acesteia este extrem de utila in
caracterizarea produsilor PCR rezultati din reactia de amplificare. Curbele de topire
se realizeaza la finalizarea reactiei de amplificare prin cresterea treptata a
temperaturii amestecului de reactie, din grad in grad, de la aproximativ 45°C pana la
95°C, temperatura la care toate moleculele de ADN prezente in amestec se
denatureaza. Pe parcursul acestui proces, pe masura ce dublele catene se
denatureaza, colorantii intercalanti prezenti la nivelul acestora vor fi eliberati in
solutie.

, Este cunoscut faptul ca fiecare dubla catena de ADN prezinta 0 temperatura de
topire (Tm - Melting Temperature) unica, care depinde de secventa de nucleotide si de
lungimea acesteia. Drept urmare, prin analiza curbei de topire pot fi identificati in
primul rand produsii de amplificare nespecifici sau eventualele contaminari cu ADN
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genomic. Astfel, daca in reactia de amplificare s-au format si alp produsi nespecifici,
pe curba de topire se va observa un numar corespunzator de semnale si nu doar unul
singur cum ar fi normal (Figura 61).

produ, peR specifIC
®

-1S:-::~=-,"_'_'_--#"""_"+-4-,%--HI-,J~~~...uo..W
~~~n~~M~~~~"~~~~~.AW~~W~~

T.",p.rotuu (gr.1oleeel.lu,,)

Figura 61. ~~rbe de topire intr-o reacjie Real-Time PCR. A. Curba caracteristica unui singur prod us
de ampliflcare. B. Curba specifica prezentei amplificarilor nespecifice ~icontaminarii cu ADN

genomic a amestecului de reacjie (dupa Georgescu si Costache, Lucrari practice _ biochirnia acizilor
nucleic! si biologie moleculara, 2010).

o alta aplicajie a curbelor de top ire este legata de detectia mutatiilor de la
nivelul fragmentului amplificat. Pentru aceasta este necesar s; lucra~ cu sonde
marcate fluorescent. Acestea sunt desemnate astfel incat sa se lege in zona in care
probabilitatea de a exista mutatia de interes este cea mai mare. Practic, in prezenta
mutatiei punctiforme, omologia dintre sonda ;;i tinta nu va fi perfecra ;;i ca atare,
duplexul se va destabiliza la 0 temperatura mai scazura decar in cazul unei omologii
complete, omologie prezenra numai atunci cand secvenra tinta nu este modificata.
Deci, un posibil SNP la nivelul fragmentului amplificat va conduce Laobtinerea mill
multor semnale la nivelul curbei de topire. '

.0 metoda nou dezvoltata, numita topu'e de malta rezolulie (High Resolution
Meltmg), este utilizata pentru identificarea diferentelor de secvenja nucleotidica care
apar intre indivizii homo- si heterozigop. Pentru aceasta se folosesc in loc de sonde
marcate, coloranp fluorescenp intercalann inalt saturati, In prezenta acestora,
duplexurile caracteristice heterozigoplor se vor separa la temperaturi mai scazute
decar cele specifice homozigoplor. Aceste diferente se vor putea vizualiza la nivelul
curbelor de topire realizate la intervale de temperatura de sub 1 grad Celsius. Chiar
daca diferentele de temperatura dintre punctele de topire ale dublelor catene sunt
extr d " I'em e rruci, rezo utia aparatelor si sistemele extrern de performante de detectie
permit decelarea lor. '
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Sh'ategii de cuantificare. Exista doua modalitati de cuantificare - absoluta si
relativa, Cuantificarea absoluiii foloseste standarde diluate seriat pentru a genera 0

curba standard. In cazul cuantificarii relative modificarile expresiei genice sunt
masurate fie pe baza unui standard extern, fie pe baza unei probe de referinta,
numita gi calibrator.

Eficienta amplificarii reactiei este foarte importanta atunci cand se urmareste
realizarea cuantificarii relative. Eficienta amplificarii variaza astfel: in faza timpurie
este relativ stabila, in fazele urmatoare descreste gradual catre O.Aceasta scadere este
datorata inhibarii in timp a reactiei PCR. Calcularea eficientei amplificarii folosind 0

curba standard nu mregistreaza aceste modificari si poate supraestima rezultatul. In
vederea cuantificarii se folosesc, ca gi controale pentru analiza expresiei genice,
genele de referinta. Acestea sunt reprezentate de obicei de gene care se exprima
constitutiv in toate tipurile de celule (gene house keeping) gi a caror expresie nu se
modifica marcant in diversele tipuri celulare sau in diferite conditii fiziologice. La
folosirea unor astfel de gene pentru normalizare apare necesitatea validarii stabilitatii
expresiei lor.

Mbdalitati de deteene a produsilor amplifu:ati. Exista mai multe alternative
tehnice disponibile care permit detectarea produsilor amplificati cu mare
sensibilitate. Acestea pot fi directe, atunci cand utilizeaza coloranti fluorescenti
intercalanti, sau indirecte, cand utilizeaza diferite tipuri de sonde marcate. Practic,
metodele de detectie utilizate trebuie sa certifice ca intensitatea fluorescentei, ,
detectate este direct proportionala cu cantitatea de produs PCR care se acumuleaza
in amestecul de reactie, Astfel, procesele de amplificare si detectie sunt combinate gi
este posibila monitorizarea reactiei PCR.

- Coloranti fluorescenti iniercalanii - se folosesc compusi de tipul SYBR-Green care
posed a 0 proprietate speciala. Atunci cand sunt liberi in solutie prezinta un nivel
scazut de fluorescenta, dar in momentul in care sunt incorporati la nivelul unei duble
catene ADN, intensitatea fluorescentei lor creste de pana la 200 de ori. Din aceasta
cauza, cu cat mai multi ampliconi sunt forrnati in urma reactiei PCR, cu atat mai
multi coloranti vor fi intercalati la nivelul dublelor catene formate si cu atat
intesitatea fluorescentei va creste (Figura 62).
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Figura 62. Detecra produsilo- de amplificare utilizand fluorocromi intercalanjl.

- Sonde "Molecular Beacon" - in acest caz se Iucreaza cu sonde ADN
form v • careeaza structun de ti ti·v b IVco v p )a- uc a (stem-loop), regiunea bucla (loop) fiind

mplementara cu moiecula de acid nucleic jinta. Sondele au atasate la capete
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fl ' ~Instare libera fluorescenta nu este decelabila ea devenind detectabilauorocroml. ,
atunci cand sonda se leaga la ADN (Figura 63),
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emite doar atunci cand sonda este hibridizata cu tinta si un captator de fluorescenta
atasat covalent la capatul 3' aI sondei care are rolul ca atunci cand sonda este Iibera
sa capteze fluorescenja emisa de fluorocromul din 5',

- Sonde TaqMan™ - ill aceasta varianta, sonda este conjugata cu un fluorocrom
~i cu un captator de fluorescenta capabiJ sa absoarba energia fluorocromului, Atat
timp cat sonda este intacta ea nu va emite fluorescenra. Odata inceputa amplificarea,
sonda este hidrolizata, fluorocromuI este separat de captator si ill consecinta
fluorescenta va crests, putand fi detectara, Pe rnasura ce reactia avanseaza, semnalul
fluorescent se va intensifica deoarece vor exista ill mediul de reactie din ce ill ce mai,
multi fluorocromi liberi care emit semnalluminos (Figura 64), Metoda se bazeaza pe
activitatea 5'-3' exonucleazica a ADN polirneraze]

(Q)
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j Exrensle si
eliberol~eil sonde!

e
(

l i-I=, l""'If""II""', ""If 'I TI nrmrr Tal-=; c.

11111111111'_ "
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Figura 63, Utilizarea sondelor de tip Moleculnr Beacon pentru monitorizarea amplificarii peR.
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o astfel de sonda are aproximativ 25 pb, dintre care cele situate la mijloc ~unt
trit ADN iar cele de la margini prezinta complementaritatecomplementare cu rna l,a , , , " , iune

una fata de cealalta. In structura sondei intalnim patru reglunl distincte: 0 reglvune
v t ADN tinta 0 regiune stem care este reprezentata dloop complementara cu secventa " , , re

capetele complementare sondei, un fluorocrom dispus la capatul 5 termmal ca
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Figura 64, Detectia produsilor de amplificare utilizand sonde TaqManrM,
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- Sonde FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) - in acest caz se utilizeaza
doua sonde, prima fiind marcata la capatul S' cu un fluorocrom donor, iar a doua cu
un fluorocrom acceptor. Cand cei doi fluorocromi sunt in vecinatate (la 0 distanta de
1-5 nucleotide), lumina emisa de fluorocromul donor va excita fluorocromul
acceptor, care va emite puternic (Figura 65). Emisia e detectata in faza de atasare si in
prima parte a etapei de elongare. Dupa fiecare ciclu PCR se ataseaza din ce in ce mai
multe sonde, rezultand un semnal fluorescent din ce in ce mai intens.
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Figura 65. Detectia ampliconilor eu sonde FRET.

- Primeri de tip Scorpion® - cons tau in sonde cu structura tija-bucla (stem-loop)
atasate la nivelul primerilor folositi la amplificare. Regiunea cu structura stem-loop
este separata de primer printr-o secventa nucleotidica modificata chimic (PCR
blocker) care blocheaza ADN polimeraza sa copieze aceasta zona din compozitia
sondei.

La nivelul acestei regiuni se regaseste un fluorocrom ~i un captator de
fluorescenta. La inceputul reactiei de ampli£icare, fluorescenta este blocata datorita
structurii specifice stem-loop a sondei. In etapa de hibridizare a primerilor ~i
amplificare propriu-zisa, sonda formeaza 0 structura specifica prin hibridizarea cu 0

regiune distala a primerului. Astfel, ea i§i pierde conformatia nativa, iar emisia
fluorocromului nu mai va putea fi blocata de captator. In acest moment emisia
sondei va deveni vizibila, putand fi captata si cuantificata (Figura 66).
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Estimarea nivelului de expresie al unei gene prin utilizarea coiorantilor
Intercalantf: Dupa realizarea practica a reactiei Real-Time PCR se obtine c~rba
exponenpala de ampli£icare. Din analiza acesteia se poate calcula valoarea la care
~pare Thre~hold Cycle (0), ciclul la care intensitatea fluorescenjei probelor
mtersecteaza fluorescenta prag. Totodata, cu ajutorul curbei de topire se determina si
potennala contaminare a probelor, prezenja dimerilor de primeri ~i/sau a
amplificarilor nespeci£ice.

Fruorocrom -- 'SO"."", ·PCRblock".

.~captator

Hibridizare si amplificare

Legare pe beza de
comp'ementar~atesi
emisie fluorescenta

Figura 66. Detectia ampliconilor eu primed de tip SCOrpiOIl®,

Dupa obtinerea valorilor Ct se realizeaza analiza rezultatelor. Astfel, se scrie
ecuatia ampli£icarii pentru fiecare proba, atat pentru gena tinta cat si pentru gena de
referinra (Georgescu ~i Costache, 2010). Daca A reprezinta proba analizara, iar B
proba control, pentru 0 singura gena de referinta vom avea ecuatia:,

Nct=No(l +E)Ct unde,

NCt = numaru] de molecule de ADNc la cicIul 0;
No = numarul initial de molecule de ADNc;
E = eficienra reactiei PCR.

Prin urmare, pentru probele noastre ecuatiile sunt urmatoarele:

(NCt)Are_FNoAref(l +E)CtAref (NCt)Bre_FNoBref(l +E)CtBref
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(NCt)Alnr=NoAtar(1+E)CtAtar (NCt)Blnr=NoBtar(1+E)CtBtar

Deoarece gena de referinta este diferita de gena tinta, iar produsul de
amplificare are 0 marime diferita si va ingloba un numar diferit de molecule de
colorant intercalant, cele doua valori (NCt)Alar si (NCt)Arej nu sunt egale si se va
introduce un factor de corectie notat cu k. Astfel, ecuatia devine:

(NCt)Alnr = k* (NCt)Arej

Normalizarea se realizeaza prin calcularea raportului dintre NoTar ~i NoRef
pentru fiecare proba:

NoAlnrlNoArej= k*[(l +E)CtArej 1(1+E)CtAlnr] - proba A - analizata
NoBlnrlNoBrej = k*[(l +E)CtBrej /(1 +E)CtBlar] - proba B - control

in cazul unei eficiente de 100% se obtine formula de mai jos:, ,

NoAlarlNoArej= k*2CtArej-CtAlnr= k*2~Ct- proba A analizata
NoBlnrlNoBrej = k*2CtBrej-CtBlar = k*2~Ct- proba B control

Pentru determinarea diferentei de expresie a genei pnta intre cele doua probe se
realizeaza raportul acestora. Se obtine ecuatia:

probaAI probaB = 2MCt

in cazul unei valori de 1 se considers ca gena are acelasi nivel de expresie in

cele doua conditii (control ~i analizat). Pentru 0 valoarea peste 1 gena este
supraexprimata in proba A analizata comparativ cu proba B control, iar pentru 0

valoare sub 1 gena este subexprimata in proba A comparativ cu proba B control
(Georgescu si Costache, 2010).

IV.3.2 Tehnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Atunci cand dorim sa realizam analiza polimorfismului de la nivelul unor
genoame diferite si nu exista inforrnatii despre unul sau mai multi markeri ADN
dedicati, se poate folosi tehnica RAPD (Polimorfismul amplificarii aleatoare a ADN).
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poate determina pozitia pirimidinelor, gi respectiv intreaga secventa. Intr-o alta
varianta, se realiza determinarea initiala a pozitiei bazelor pirimidinice gi ulterior a
celor purinice.

Metoda de secventializare chimica cuprinde mai multe etape. Astfel,
fragmentul de ADN monocatenar care urmeaza a fi secventializat este marcat la una
dintre extremitati printr-un semnal care va permite detectarea sa (marc are eu fosfor
radioaetiv _32P_).Urmeaza scindarea acidului nucleic care se realizeaza in mai multe
etape si apoi separarea electroforetica a fragmentelor rezultate.

Scindarea uneia dintre cele patru baze azotate se face prin diferite metode
specifice pentru purine sau pirimidine. Specificitatea taierii este data de reactivii
utilizati gi de condijiile de reactie. De exemplu, pentru degradarea bazelor purinice
se foloseste reactia eu dimetil-sulfat in conditii alcaline. Dimetil-sulfatul metileaza
adenina in pozitie 3, respectiv guanina in pozitie 7. Aceasta modificare duce la
instabilitatea legaturii N-glicozidice astfel incat, in prezenta piperidinei, are loc
desprinderea heterociclului bazei azotate. In cazul bazelor pirimidinice, eliminarea se
face printr-o reactie cu hidrazina. Aceasta ataca atomii de carbon din pozitiile 4 gi 6
deschizand heterociclul pirimidinic. Ulterior, baza azotata este eliminata, deoxiriboza
scindata, iar legatura fosfodiesterica corespunzatoare devine sensibila la hidroliza.

Hidroliza legaturilor fosfodiesterice are loc in regiunile in care au fost eliminate
bazele azotate. In final se realizeaza electroforeza in gel de poliacrilamida urmata de
detectarea fragmentelor gi reconstituirea secventei,

V.2 Metoda Sanger - prima generatie de secventializare

Esenta tehnicii de secventializare propusa de Frederick Sanger gi eolaboratorii a
constituit-o generarea de fragmente a caror lungime era dependenta de ultimul
nucleotid din structura secventei, Colectii de astfel de fragmente au fost generate
prin intreruperea controlata a sintezei enzimatice. Aceasta tehnica s-a impus in fata
celorlalte tehnici de secventializare datorita simplitatii sale. Aceasta impreuna cu
metoda Maxam-Gilbert sunt denumite la ora actuala drept secventializarea de prima
generatie. Cu ajutorul metodei Sanger s-a reusit in 2003 secventializarea in premiera
a genomului uman (Human Genomic Project).

Sanger a utilizat initial ADN polimeraza Ibacteriana care sintetizeaza 0 copie
complementara a catenei matrita ADN utilizand deoxinucleotid-trifosfati. Acelasi, ,
procedeu este aplicat pentru patru amestecuri de reactie, corespunzatoare fiecarui tip
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de dN1P AI·· A
, mace asi timp. In toate, ADN polimeraza este folosita pentru a sintetiza

catena complementara unei secvente matrita pornind de la un nri 1. " pnmer comp ementar
cu unul dmtre capetele matritei.

Etapele parcurse sunt urmatoarele:

a) Fragmentul care unneaza a fi secvenpalizar este denaturat pentru obtinerea
de ~onocatene si adus in contact cu un primer specific. Hibridizarea primer~lui cu
matrita monocatenara permite initierea actiunii ADN 1· ." po imerazsj in prezenta
substratelor nucleotidice. '

, . b) ~ fiecare dintre cele patru loturi se adauga 0 mica cantitate dintr-un 2'-
3 ~ldeoxITIb~nucleotid-tri£osfat (ddN1P) diferit, analog cu unul dintre nucleotide
(FI~a 70). Incorporarea acestui analog in locul unui nucleotid normal blocheaza
alun~rea catenei datorita lipsei gruparii hidroxil din pozitia 3' terminala, Din acest
conslderent ddN1P au fost denumite molecule terminatoare de catena. Concentratia
lor este optimizara pentru a opri sinteza numai ocazional. '

dNTP

000II II II 5·lil}-f-O-y-O-~-0- .ff:2
0- 0- 0-

4·

Figura 70. Structura generala a unui dideoxinucleotid.

. c) ~rin electroforeza in gel de poliacrllamida sau elecrroforeza capilara se
realizeaza separarea fragmentelor din cele patru loturi. Marimea diferita a
fragmentelor este datorara opririt copierii catenei matrira la un ·t· I, anunu ruve,
corespunzator fiecaruia dintre cele patru tipuri de ddN1P.

Et~pa f~ala de determinare a secveruei era realizata de Sanger prin
aut~radl.ografla gelului, deoarece unul dintre ddN1P introduse in reactie era marcat
radlOactiv cu 32p sa 35S A tV da . . V

. U . ceas a mete a mgeruoasa a permis, in 1977, stabilirea
pnmei secvente complete de 5386 de baze a bacteriofagului <l>X174. Total
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automatizata ulterior, tehnica a permis descifrarea completa a secventelor
genoamelor multor organisme procariote si eucariote si a fost folosita cu succes in
amplul proiect de secventializare a genomului uman.

Secventializarea clasica a acizilor nucleici inventata de Sanger are la ora actuala
o serie de variante care au facut-o sa se impuna ca 0 alternativa viabila de
determinare a secventei acizilor nucleici. Toate aceste variante se bazeaza pe
principiul initial de sinteza de fragmente complementare cu matrita de analizat.
Diferentele constau in evolutia spectaculoasa a modalitatilor de separare f?i
identificare a acestor fragmente.

Detectarea fluorescenta reprezinta 0 alternativa viabila pentru tehnica
autoradiografica, La ora actuala se folosesc primeri sau nucleotid-trifosfati marcati
fluorescent a carer separare se realizeaza prin electroforeza in gel de poliacrilamida
sau prin electroforeza capilara. Marcarea fluorescenta ofera posibilitatea combinarii
amestecurilor de reactie urmata de separarea electroforetica a ansamblului. Initial,
sistemele semiautomate de secventializare se bazau pe separarea in gel si apoi pe
citirea automata a fluorescentei. Sistemele actuale de analiza automata utilizeaza
electroforeza capilara f?idetectia prin LASER a marcajelor fluorescente.

Pentru secventializarea folosind detectia fluorescenta au fost utilizate doua, ,
variante ale metodei Sanger: Dye-primer si Dye-terminator. Dintre acestea, varianta
dye-terminator este folosita eel mai uzual, deoarece se preteaza mai bine pentru
sistemele automate de analiza.

Vatiarita D1/e;..primet: in acest caz primerul sens folosit pentru reactia de
secventializare este marcat cu un fluorocrom. Reactia este ulterior realizata in patru
tuburi separate, fiecare dintre acestea continand primerul marcat cu 0 culoare
diferita, in prezenta cafe unui dideoxinucleotid. Urmeaza 0 amplificare peR, iar
produsii celor patru reactii sunt denaturati f?i analizati pe gel de poliacrilamida
(Figura 71).

Fluorescenta marcatorilor este detectata cu ajutorul unui cititor laser automat,
iar datele obtinute sunt prelucrate pe computer. in final se obtine cromatograma
corespunzatoare secventei analizate.
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Figura 71. Principiul variantei Dye-primer (dupa Garrett si Grisham, Biochemistry, 2005).

Varianta "Dl/e-terminator": in acest caz ADN li ., ' , po Imeraza slnteti' VCO-""nlem", t .~ ~' , zeaza catena
.....'r ;en ala ill prezenta de d . 1 id '. .I A,',' , '. .,"" eoxmuc eoti e f?l dldeoxmucleotide (ddNTP)
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a unui ddNTP elongarea catenei este stopata, ceea ce va genera 0 colectie de
fragmente de marimi diferite, dar care se termina cu acelasi ddNTP (Figura 72).

Daca se pastreaza 0 proportie corecta intre prezenta cele patru tipuri de dNTP
si ddNTP, se va obtine 0 colectie de fragmente nou sintetizate de lungimi diferite,
terminate printr-un ddNTP diferit, corespunzator nucleotidului complementar de pe
catena matrita. Fluorescenta acestora va fi detectata de un cititor automat, iar
semnalul va fi prelucrat obtinandu-se in final electroforegrama corespunzatoare
secventei analizate.

Extellsie Prudusl de amnllflcare

---00---A~.---AC[Q].
• ACC~O---ACGGT.

---ACCGTA
--- ACe G TAme

Denaturare Hihridizare

Figura 72. Principiul variantei Dye-terminator.

V.3 Secventializarea de noua generatie

La ora actuala, secventializarea prin metoda Sanger, prima generatie de
secventializare, este treptat inlocuita de tehnici de secvenjializare de noua generatie
(Next Generation Sequencing - NGS). Acestea au avantajul de a realiza mai multe
reactii de secventializare in acelasi timp, generand 0 cantitate imensa de informatie,
si necesita analiza integrate a datelor obtinute.

Primele tehnologii de noua generatie au fost disponibile in anul 2007 (Illumina
Genome Analyzer), iar la numai un an distanta a fost finalizata cu succes prima
secventializare a unui genom uman complet. La ora actuala, tehnologia NGS
evolueaza foarte rapid, crescand progresiv capacitatea de analiza si prelucrare a
datelor ~ireducand semnificativ ~icontinuu costurile.

Tehnicile de NGS utilizeaza in general secventializarea prin sinteza pentru a
genera ~i a analiza multiple fragmente de ADN in acelasi timp. Aceasta abordare
conduce la obtinerea unei cantitatii uriase de date care trebuie apoi prelucrate.
Secventializarea prin sinteza prezinta doua abordari: una de "singura molecula", alta
de "ansamblu molecular" (mai multe pnte ADN amplificate si fixate apoi pe un
suport solid). In cazul ambelor abordari, secventializarea si detectia noilor baze
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