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ARN-protein in care pot fi implica o | .
gel mai important element in cadrul realizdrii cipurilor de Protein Microarray

.o . <ot
este imobilizarea moleculei sondd la nivelul substratului solid sub forma unui sp

. icorpi,
omogen sau heterogen. Cel mai frecvent, sondele pot fi reprezentate de antlcorp’c

e . .
peptide ori proteine recombinante sau lizate celulare, in timp ce suportul solid poa
fi din sticli sau din diferite tipuri de geluri cu porozitate mare.

Tehnica Protein Microarray are trei variante experimentale: Analytical Arrays,

Functional Arrays si Microarray in fazd inversatd. .
in prima variantad sondele sunt reprezentate de cele mai multe o o .
i i i i e domenii
specifici, iar in a doua variantd de proteine functionale intregi sau
: , -a treia variante, sonda nu este

ri de anticorpi

i roteine. In cazul celei de ;
i:g:zlzc;er;ii\etéalge u(r)1 Osrian'é molecula proteicd, ci de totalul moleculelor proteice
prezente intr-un tesut sau intr-o populatie de celule la un.mom.ent dat. . -

Detectia recunoasterii sondi-tintd de la nivelul cipului 'se face p1;1n me o.
libere de C(I)loran;i (microscopie de fortd atomicd, spectrometrie c{e masé) s.au. prin
metode clasice care utilizeaz§ un marcator i se bazeazi de obicei pe

chemiluminescenta.

CAPITOLUL IV
AMPLIFICAREA IN VITRO A SECVENTELOR DE ACIZI NUCLEICI

IV.1 Tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tehnica PCR a fost elaborati de citre Kary Mullis si echipa sa de cercetitori in
anul 1985 si este cu sigurantd metoda care a cunoscut cea mai rapida si spectaculoas#
dezvoltare din istoria biologiei moleculare. in 1991 a apdrut primul numir dintr-o
revistd dedicatd in exclusivitate acestei tehnici, PCR - Methods and Applications, iar lui
K. Mullis i-a fost decernat in 1993 Premiul Nobel pentru Chimie. Tehnica a avut un
impact major asupra biologiei moleculare si o serie intreagd de interpretédri asupra
conceptului de bazi au dus la introducerea mai multor inovatii atat la nivelul
etapelor acesteia, cét si la nivelul aparaturii utilizate in vederea realizirii practice a
acesteia.

fn spatele unei simplitdti de principiu si realizare practics, tehnica PCR ascunde
numeroase impedimente care pot conduce la rezultate finale eronate. Utilizarea sa
presupune infelegerea logicd a etapelor care trebuie parcurse pentru obtinerea unor
rezultate finale concludente, o dotare corespunzitoare a laboratorului $i 0 experientd
practicd vasta.

Una dintre proprietitile ADN polimerazelor este ci pot sintetiza monocatene de novo
numai atunci cdnd pornesc de la un primer. In vivo acesta este reprezentat de un
oligonucleotid ARN complementar sintetizat de o enzimi specificd numitd primazi care
este de fapt o ARN polimerazi ADN dependents. Primerul are rolul de a furniza
polimerazelor un capit 3-OH liber pentru a putea inifia sinteza de ADN. Aceasti
proprietate este indispensabild stabilititii informatiei genetice. Daci numai simpla
prezenfd a ADN monocatenar ar fi suficienti pentru realizarea replicarii, atunci celulele s-
ar confrunta cu o situatie gravd in care mai multe secvente de ADN s-ar sintetiza intr-o
manierd aleatorie, fard nici un control.

Aceastd proprietate a ADN polimerazelor este utilizats in vitro, in tehnica PCR,
pentru a amplifica, prin replicdri succesive, o secventd de ADN fintd. Pentru punerea
In practicd este necesar alegerea unor primeri sintetici, capabili s& hibridizeze la
Capetele secvenfei de amplificat. Numarul de copii ale secventei alese pentru
amplificare este dublat la fiecare replicare, acesta crescand exponential cu fiecare ciclu.
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O reactie de amplificare in vitro se realizeazd in trei etape diferite (Figura 54):

1. Denaturarea ADN matritd.

2. Hibridizarea (anelarea) primerilor pe baza de complementaritate.
3. Sinteza (elongarea) noii catene de ADN avand drept matrifd catena veche.
in prima etapa are loc de fapt o denaturare termica a macromoleculei de ADN

dublucatenare. Astfel, temperatura amestecului de reactie, care contine si ADN, este
ridicatd pand la o valoare care sd conduck la ruperea puntilor de hidrogen stabilite pe
bazi de complementaritate intre cele doud catene. La final, in solufie vom regasl

ADN monocatenar.
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Figura 54. Etapele reactiei PCR.
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In cea de-a doua etapi are loc legarea primerilor oligonucleotidici sintetici la
catena de ADN, pe bazd 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 bazd de
complementaritate cu secventa din ADN de interes. Hibridizarea primerilor se
efectueazd prin scidderea temperaturii pand la o valoare care permite refacerea
puntilor de hidrogen dintre acegtia si catena matrita.

In cea de-a treia etapd are loc sinteza unei noi catene de ADN pornind de la
primeri cu ajutorul unei ADN polimeraze si in prezenfa deoxinucleotid-trifosfatilor
(ANTP). Acest proces va conduce la obtinerea unor noi catene de ADN
complementare cu matrita. La finalul acestei etape moleculele de ADN apar sub
formd dublucatenard in amestecul de reactie.

Sinteza noilor catene poate fi repetatd prin reluarea celor trei etape, iar aceasta
repetitie reprezintd intrarea intr-un nou ciclu de amplificare. Fiecare catend nou
sintetizatd devine matritd pentru noul ciclu de amplificare, astfel incat secventa tintd
de ADN este selectiv amplificatd in fiecare pas al reactiei. Produsul de reactie obtinut
se numegte amplicon si va contine la capete secventele primerilor folositi la
amplificare.

Primii produsi rezultati prin copierea catenelor originale au o lungime diferitd
fajs de catenele pe care ADN polimeraza le sintetizeaza in continuare. In al doilea
ciclu de amplificare produsii au de asemenea o lungime nedeterminatd. Abia din al
treilea ciclu de amplificare fragmentele obtinute vor avea o lungime definitd,
corespunzdtoare pozitiei primerilor, respectiv distantei dintre acestia. Odaté cu cel
de-al patrulea ciclu, numérul de copii al secventei tintd de interes va creste
exponential.

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

(2n - Z) x Y copii ale secventei tinta,

unde n este numarul de cicluri de amplificare, Z reprezintd produsii cu lungime
nedefinitd, iar Y numérul de copii al secventei originale.

Este de remarcat faptul cd in practicd, dupd un numdr finit de cicluri de
amplificare, acumularea produgilor de reactie intrd intr-o fazd de platou. Deci,
procesul foarte eficient de amplificare nu este chiar nelimitat, existind o serie
Intreags de factori care fac ca randamentul acestuia si nu fie maxim.
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Astfel, dupd circa 40-45 de cicluri de amplificare, cantitatea de polimerazi
activd incepe sd se diminueze iar valoarea activititii enzimatice totale suferd o
scidere, In special datoritd denaturdrii termice. Un alt factor limitant este si
rehibridizarea catenelor matritd cu o vitezd mai mare atunci cand concentratia
ampliconilor depdseste un anumit prag, conducénd astfel la sciderea eficientei de
hibridizare a primerilor. De asemenea, dupd 40-45 de cicluri are loc si sciderea
concentratiei de dNTP si diminuarea eficientei tamponului de reactie. Toti acesti
factori vor conduce la un declin accentuat al acumularii de ampliconi si la intrarea

intr-o faza stationara, de platou, a reactiei PCR.

1V.1.2 Componentele unei reactii PCR

Rezultatele amplificdrii prin tehnica PCR sunt dependente de mai multe
componente care se adaugd de la inceput In amestecul de reactie. Cantitatea si
concentratia optimd a acestora este determinatd experimental.

1. Matrita: poate fi reprezentatd de fragmente de ADN, ADN genomic sau
ADNc. Modul in care sunt pregétite probele pentru reactia PCR poate face diferenta
intre obtinerea unor rezultate bune sau lipsa totala a amplificidrii. Atunci cand
pregdtim proba trebuie s& avem in vedere doud aspecte extrem de importante:
obtinerea unei cantitdti suficiente de ADN si eliminarea oricidror substante potential
inhibitoare ale reactiei de amplificare. De asemenea, la fel de importanta este si sursa
biologicd din care se realizeazd extractia si izolarea matrifei. Spre exemplu, atunci
cand se extrage ADN dintr-o proba inclusd in parafind pot apdrea fragmentari ale
materialului genetic in timpul procedeelor de includere in parafind. 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 si totodata,
modul in care ARN extras a fost conservat, datoritd marii fragilititi a acestui tip de
acid nucleic. Probele de ARN trebuie si fie libere de ribonucleaze si se pot stoca pe
termen lung exclusiv la temperaturi de -80°C.

2. Tamponul de reactie si clorura de magneziu: majoritatea tampoanelor de
reactie sunt furnizate sub formd concentratd fiind necesard diluarea lor inainte de

utilizare. Tampoanele de reactie au urmédtoarele roluri intr-o amplificare prin tehnica
PCR: mentin stabild valoarea de pH in amestecul de reactie, protejeazd ADN
polimeraza de sciderea prematurd a activititii enzimatice, minimizeazd efectul
eventualilor inhibitori gi stabilizeazd matrita. Rolul tamponului de reactie este extrem
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de 1:mportant $i datoritad faptului c¥ activitatea enzimaticy a ADN polimerazelor este
optimd intr-un domeniu foarte ingust de pH, iar orice modificare,
afara }imitelor acestuia poate conduce la sciderea puternicd a ampl

. In practicd se utilizeazi mai multe tipuri de tampoane ale
variaza in functie de tipul de polimerazs utilizat. Cel mai com
contine TRIS-HCI (pH 8,3), cloruri de potasiu i gelatind. Tampo
include sau nu clorurs de magneziu. Daci aceasta nu este inclusd in tampon trebuie
addugati obligatoriu, separat, in amestecul de reactie. Prezenta i
este extrem de importanti deoarece ej sunt activatori ;ai
op.ﬁmizeazé temperatura de topire a ADN dublu catenar si faciliteazd interactia
primer-matritd. Cantitdtile insuficiente de ioni bivalenti de magneziu duc ’la
amplificdri slabe, iar cantitdtile crescute conduc la a
nespecifici.

chiar gi minor4, in
ificdrii.

cdror componente
un tampon folosit
anele de reactie pot

onilor de magneziu
ADN polimerazei,

parifia de produsi de amplificare

.3. Deoxinucleotid-trifosfatii (dNTP): sunt livrati fie sub forma a patru solutii
stoc individuale, fie sub forma de amestec. Solutiile sunt ajustate la o valoare oph'n:ta”l
de pH. Concentratiile optime de dNTP introduse in reactie depind de mai multi
facto.ri cum ar fi concentratia de cloruri de magneziu, concentratia primerilo;'
lung1.mea fragmentului care urmeazi si fie amplificat si numérullde cicluri d(;
reacfie.

In‘ Optimizarea unei reactii de amplificare PCR concentratia de dNTP este
determinatd empiric. Concentratii crescute de ANTP pot inhiba ADIN polimeraza, iar
cor‘mentra/tiile scazute conduc la obfinerea unei fidelitdti mai mari a reactiei./De
obicei, concentratia optima de nucleotide este situatd in jurul valorii /de 200
pM/amestec de reactie. Aceastd valoare este suficients pentru a sintetiza aproximativ
12,5 pg ADN atunci cand jumétate dintre nucleotide sunt inc

(Gerstein S.A., 2001). In anumite scopuri se pot utiliza d
fluorescent sau radioactiv.

orporate in noile catene
eoxinucleotide marcate

4. ADN polimeraza: la realizarea reactiei PCR s-a folosit initial fragmentul

Klenow al ADN polimerazei I din Escherichia coli. Ulterior au fost descoperite, izolate

produse la scari industriald si utilizate ADN polimerazele termostabile. In tabelul 1
Sunt prezentate principalele caracteristici ale ctorva din

' tre cele mai importante
ADN polimeraze termostabile. ’
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Tabel 1. Principalele proprietiti ale cdtorva ADN polimeraze termostabile (dupd Gerstein S.A.,
Molecular Biology Problem Solver: A Laboratory Guide, 2001).

Enzima Activitate Activitate Stabilitate =~ termicd | Viteza de
3'-5 5'-3’ (minute trecute pédni | sintezi a noii
exonucleazicd | exonucleazicd | la injumatitirea | catene

activititii enzimatice) | (ANTP/
secundd/
mol)

Tag ADN polimeraza | absenti prezentd 40 - 60 1a 95°C 60 - 150

Tth ADN polimeraza | absentd prezenti - 25

Pfu ADN polimeraza | prezenta absentd 1140 1a 95°C 60

(forma nativd sau

recombinanta)

Tl polimeraza | prezenta absentd 402 1a 95°C 67

(Vent® Polimeraza)

Tbr ADN polimeraza | absentd prezenta 150 1la 96°C -

(Dynazyme)

Platinum Pfx prezentd absentd 720 la 95°C 100 - 300

Platinum Tagq absenta prezents 96 1a 95°C 60 - 150

AdvanTag absenta absentd 401a 95°C 40

polimeraza

Mth ADN | prezentd absenti 121a 75°C =

polimeraza

Una dintre cele mai importante proprietidti ale ADN polimerazelor este
fidelitatea. Aceasta poate fi definitid ca fiind abilitatea enzimelor de a incorpora
nucleotidul corespunzétor pe bazé de complementaritate la nivelul noii catene si de a
corecta eventualele erori apdrute in timpul sintezei. Corectarea incorporarilor gresite
se poate realiza exclusiv prin prezenta activitdtii 3'-5" exonucleazice (capacitate de
corectare - proofreading). Conform lui Gerstein S.A. 2001, cateva dintre ADN
polimerazele termostabile prezintd urmdtoarele rate de fidelitate exprimate in
frecventd a mutatiilor/ perechi de baze/ ciclu de replicare:

Pfu (1,3 x 10%) > Vent (2,8 x 10%) > Tag (8 x 10%)
De mentionat cd activitatea 3’-5" exonucleazicd, responsabild de repararea

gregelilor, poate reduce semnificativ randamentul reactiei PCR, mai ales atunci cand
secventa tintd are o lungime mare. Acest fapt se datoreazi fenomenului de degradare
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a primerilor aflati inaintea sensului de inaintare a enzimei mai ales cand intervalul de
timp necesar etapei de extindere este crescut.

Cateva dintre principalele polimeraze termostabile utilizate pe scard largd in
tehnica PCR sunt descrise in continuare:

i) Tag/AmpliTag ADN polimeraza - a fost izolati din Thermus aquaticus, apoi
modificatd si clonatd in Escherichia coli. Viteza de sintezi este de 60-150 nucleotide pe
secundd la o temperaturd optimi de 70-80°C. Enzimele au o activitate 5-3’
exonucleazicd care permite inliturarea nucleotidelor care sunt situate iInaintea
lanfului nucleotidic aflat in crestere. AmpliTaq polimeraza are aceleasi proprietiti cu
Tag polimeraza dar este produsd in Escherichia coli prin recombinare genetica.
Reproductibilitatea si puritatea acesteia este mult mai mare decat a Tag polimerazei
simple. Existd gi o varianti a acestei polimeraze ciéreia ii lipseste un fragment de 289
de aminoacizi de la capitul N-terminal. Aceast form¥ este lipsitd de activitate 5’-3’
exonucleazica si poate amplifica mai eficient matritele ADN circulare. De asemenea,
este de doud ori mai stabild la temperaturi inalte decat Tag polimeraza si acest fapt
permite utilizarea ei in amplificarea unor matrite bogate in GC,

if) Vent ADN polimeraza - a fost izolats din Thermococcus litoralis. Enzima este
mult mai stabild decat alte polimeraze si este capabild si producd ampliconi cu
lungimi mari. Posedd si activitate 3’-5' exonucleazic (proofreading) ceea ce ii permite
inldturarea bazelor incorect incorporate. Totusi acest tip de activitate exonucleazici
are si dezavantaje putand conduce la degradarea primerilor.

iii) Pfu ADN polimeraza - izolatd din Pyrococcus furiosus, are activitate 5'-3’ i
3'-5" exonucleazici si o specificitate de 10 ori mai mare decat Taq polimeraza. Este
utilizatd frecvent in reactiile de secventializare.

iv) Tth ADN polimeraza - a fost izolatd din Thermus thermophilus, apoi
modificatd si clonatd in Escherichia coli. in prezenta ionilor de mangan poate fi
utilizaté ca reverstranscriptazy, iar in prezenta ionilor de magneziu isi reia activitatea
ADN polimerazic3. Deci enzima poate fi folositi la obtinerea ADNc pornind de la
ARN, in acelasi tub de reactie. Pentru asta trebuie addugati in amestecul de reactie
atat ioni de mangan, cat si de magneziu. Ulterior, ionii de mangan trebuie chelatati si
inactivati pentru a permite reluarea activitdtii ADN polimerazice a enzimei.

V) Phusion™ High-Fidelity ADN polimeraza - enzima a fost obtinutid prin
inginerie genetici. In cazul acesteia, a fost addugat la polimeraza propriu-zisi
(similard cu cea izolatd 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 nucleotidelor cu o viteza crescutd. In plus, enzima este capabila sa

amplifice cu succes secvente cu lungimi foarte mari.
5. Apd ultrapurd: se utilizeazd exclusiv apd ultrapurificats, libera de nucleaze.

Aceasta se poate obtine din apd purificatd de tip MilliQ™, care este ulterior

sterilizatd 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 necesititi. In acest caz,
trebuie sd tinem cont cd primerii cu lungimi foarte mari (intre 28 si 36 de nucleotide)
dau specificitdti foarte bune, dar hibridizeazd cu o eficientd scdzutd, 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 sd contind un numdr aproximativ egal din cele patru
nucleotide, evitindu-se pe cat posibil regiunile cu secventd repetitivd. Aceasta va
conduce la eliminarea regiunilor cu structuri secundare de tip ,ac de par” (hairpin)
sau stem-loop (Figura 55). Continutul in GC trebuie s fie cuprins intre 40 si 60%, iar

repetitiile de guanind sau citozind trebuie evitate.

Regiune “Loop”

Regiune "Stem”

Stiuctura "Stem-Loop™ Structura "Hairpin®

Figura 55. Tipuri de structuri secundare.

iii. perechile de primeri trebuie alese astfel incat sia 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 s fie mai mica de 5-6

Kpb, dar s-a observat o eficienta foarte scdzutd 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 stabilitd cu exactitate
temperatura optiméd de hibridizare. Acesta se poate determina exclusiv experimental
prin realizarea unei reactii PCR in gradient de temperatura.

La final, dupa desemnarea secvenfelor perechilor de primeri, acestea trebuje
verificate utilizand aplicafia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponibild pe
pagina de internet a NCBI (National Center for Biotechnology Information -
www.ncbinlm.nih.gov/BLAST). Aceasta poate identifica automat toate potentialele
simﬂaﬂritéi,ti dintre secventele stocate in baza de date si secventa desemnats a p.rimerilor.

In practicd, se pot folosi in anumite situatii primeri degenerati. Acestia sunt utili
atunci cand dorim amplificarea unei regiuni necunoscute dintr-o gend cu conditia de
a cunoagte secventa genei respective la un organism foarte apropiat din punlct de
vedere filogenetic. Pentru desemnarea acestor primeri este ideal si detinem
informatii despre un numéar cat mai mare de secvente de interes de la orgaxlﬁsme
inrudite filogenetic (ex. specii aparfinand unei anumite categorii taxonomice), si le
traducem in aminoacizi, dacj este cazul, si apoi si le compardm. Regiunile inalt

conservate in ceea ce priveste secventa de aminoacizi pot deveni finte pentru
desemnarea primerilor degenerati. Practic, acesti primeri se desemneazi in functie de
secvenfa de aminoacizi codificat (Figura 56). ,

Secventa proteica
Met--Tyr--Cys--Asn--Thr.-
Codoni posibili

ATG TAZ Tar
TAT TG

Primer rezultat
ATE TAC TGT

Figura 56, Schemi de desemnare a primerilor degenerati.

Existd si o reglementare internafionald cu privire la folosirea unor prescurtari
standard cu privire la nucleotide, prescurtdri utilizate la desemnarea secventelor
primerilor degenerati (Tabel 2). ,

De asemenea, la realizar i ii i i

o y <
. , a unei reactii PCR trebuie si finem cont de faptul c& o
concentratie crescutd a primerilor poate conduce la formarea produsilor nespecifici
de amplificare, mai al i ca i i
esa i dzutd
p 2 tunci cand concentratia matrifei este scazutd.




Georgescu Sergin Emil, Dudu Andreea, Costache Marieta

Tabel 2. Prescurtiri standard IUPAC pentru diferite combinatii de nucleotide,
Prescurtare standard Nucleotide corespunzitoare
G+A
T+C
G+C
T+A
G+T
A+C
G+T+A
T+A+C
G+T+C
G+A+C
G+A+T+C

Z <|w Tl g 2 R = <=

IV.1.3 Parametri de timp si temperaturd

Aparatura necesard efectudrii reactiei PCR a suferit multe mod.ificéri de-?
lungul timpului si a fost pretabild la automatizare abia in momentul introducerii
polimerazelor termostabile. La ora actuald se folosesc aparate de PCR total
automatizate. ‘

In prima etapd trebuie realizatd o denaturare a matritei ADN: Ac?st pr?ces
presupune ridicarea rapidd a temperaturii la 94-96°C pentru o perload'a 'de vt1mp
suficientd, care sa permita separarea totald a dublei catene. Temperatura ridicatd din
timpul etapei de denaturare, repetatd la fiecare ciclu de reactie, poate con.ducle la
degradare partiald a matritei si implicit la unele erori de incoArporare a nucleotide or'.

fn cea de-a doua etapd are loc hibridizarea primerilor. In general, temperfatl.lrvllej‘
de hibridizare variaza intre 49 si 62°C. O temperaturd scdzuta generea.zé hibrl(:.hzan
nespecifice si ulterior obtinerea unor produsi nespeci.fia de amplificare, 1ardo
temperaturd crescutd poate duce la absenta procesului fie anelare.. Valoarea de
temperaturd depinde exclusiv de structura primerilor. si d'e 1ung1meaT acestorAa.
Temperatura optima de hibridizare se stabileste practic pru?trio.reacpe PCB in
gradient de temperatura. In aceast3 reactie, ADN matrit3 este h1br1dlzaﬁ con(?omltent
la temperaturi diferite cu aceiasi primeri, in scopul stabilirii temperaturii optime 'care
sd permita eliminarea amplificdrilor parazite si realizarea cu un randame.nt miaxlm a
reactiei. Totodatd, in decursul optimizérii pot fi variate si intervalele d(? .t1mp in care
sunt,parcurse treptele de temperaturd, cat si numarul de cicluri de amplificare.
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Etapa a treia, de extensie, se realizeazi la 70-76°C, care este temperatura optimi
de activitate pentru ADN polimerazele termostabile. Timpul necesar acestei etape
variazd in functie de lungimea fragmentului care trebuie amplificat. In practica exist
$i o etapd finald de amplificare in care are loc extensia completd a tuturor
ampliconilor acumulati.

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

IV.1.4 Probleme in realizarea reactiei PCR

Principala limit a tehnicii PCR este legatd de mérimea secventei care urmeazi
sd fie amplificatd. Practica a demonstrat c3 este foarte dificild amplificarea unor
secvente mai mari de 3 Kpb. In general, intr-o reactie PCR, pot fi amplificate in
conditii bune secvente cu o lungime de maximum 1,5-2,5 Kpb. O alti limit a tehnicii
este reprezentatd de numairul de copii ale secventei de amplificat de la care pornim,
Dacd in teorie putem porni amplificarea si de la o singurs copie, In practici acest
lucru este imposibil.

Gradul de eficients si specificitatea reactiei PCR sunt influentate de o serie de
componente: profilul termic al ciclurilor de temperaturd, concentratia ionilor de
magneziu, structura si concentratia primerilor, concentratia de dNTP etc.

Una dintre marile probleme ale tehnicii este contaminarea, aceasta putand
conduce la obtinerea amplificarilor fals pozitive. Principala sursi de contaminare a
matrifei este reprezentati de manipuldrile anterioare ale acesteia. De asemenea,
impurificarile pot si provin si de la ceilalti reactivi utilizafi. Orice contaminare, cat
de micd, a unuia dintre reactivii introdusi in reactie va conduce aproape sigur la
obfinerea unor rezultate eronate. O alt sursy de impurificare poate fi reprezentatd
de materialele folosite in realizarea tehnicii (varfuri, tuburi, micropipete etc.). Pentru
a putea controla problema contaminrii este absolut necesars realizarea unui control
negativ in care matrita ADN va fi inlocuiti cu apa.

Existd cazuri in care, in urma procedeelor de extractie ale matritei apar
impurificiri ale acesteia cu diferifi 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
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Tehnica poate fi aplicatd cu succes in studiul transpozonilor, retrovirusurilor si
tuturor secventelor ADN susceptibile si se integreze la nivelul genoamelor, cu
conditia de a avea informatii partiale asupra situsurilor de integrare.

IV.2.8 PCR pentru detectia metilirilor

Tehnica este utilizatd pentru detectarea situsurilor metilate de la nivelul ADN.
Metilarea secventelor de ADN apare cu precddere la nivelul atomului de carbon din

A

pozitia 5 a citozinei. Aceastd modificare este implicatd In represia transcriptiei
anumitor gene. o

La inceput matrita este tratatd cu bisulfit de sodiu care va converti citozinele
nemetilitate in uracil. Citozinele metilate nu vor fi afectate de ac?s.t tratame'znt.
Ulterior, se realizeaza doud reactii PCR avand drept matritd ADN rr.u?dlflcat, folos1.nd
seturi de primeri identice. Una dintre perechile de primeri va amplifica A.DN metilat
deoarece recunoaste citozinele metilate. Cealaltd pereche recunoaste ur.?cﬂul rezultflt
in urma tratamentului cu bisulfit de sodiu si amplifici ADN nemetilat. In acest fel, in
urma analizei ampliconilor obtinuti, se vor putea identifica zonele din ADN care

contin citozind metilata.

IV.3 Tehnici derivate din reactia PCR
1V.3.1 PCR in timp real (Real-Time PCR)

Prin Real-Time PCR se realizeazi concomitent amplificarea si cuantificarea
acumuldrii unei secvente de ADN tintd. Metoda este folositd in principal pentru
detectarea nivelului de expresie al unor gene cu ajutorul moleculel-or .ﬂu.orescente,
dar si pentru a detecta prezenta unor mutatii la nivelul diferitelor regiuni din ADN. .

Metodele traditionale folosesc gelul de agaroza pentru detectarea si
caracterizarea produgilor PCR. Aceastd abordare ridicd diverse pro‘t.>len.m? di:
rezolutie, sensibilitate sau precizie. Real-Time PCR este o tehnicd mult m.al ef1c1(?nta
datoritlé acuratetei cantitative a amplificarii si detectiei acumularii amphc.onulul pe.
parcursul intregii reactii de amplificare. Astfel, proba este monitorizata in timp real gi

existd avantajul cd la ora actuald metoda este complet automatizata.
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Principiul cuantificirii. Real-Time PCR inglobeazi mecanismele de amplificare
si detectie intr-un singur proces folosind compusi fluorescenti care au capacitatea de
a corela concentrafia ampliconilor cu intensitatea semnalului Iuminos. Practic,
tehnica are atat aplicatii calitative (identificarea unor mutatii), cat si cantitative
(determinarea nivelurilor de expresie a genelor).

In marea majoritate a cazurilor Real-Time PCR este cu
pentru realizarea cuantificirii ARNm. In acest scop,
O singurd etapd (intreaga reacfie, de la sinteza
realizatd intr-un singur tub), fie in dou etape (rev
realizeazi ca procese diferite, in tuburi separate).

plat cu tehnica RT-PCR,
tehnica poate fi realizatj fie intr-
ADNc péni la amplificare, este
ers-transcrierea si amplificarea se

Metoda realizats intr-o singurg
etapd are avantajul ci minimizeazs variatiile experimentale deoarece amb

enzimatice au loc intr-un singur tub, dar prezints dezavantajul degradari
matrifei ARN de la care se porneste. Metoda Real-Time PCR in doud eta
reactiile de revers-transcriere si de amplificare, ceea ce permite optimizare
de ADNc utilizati in reactie (prin realizarea unor dilutii ale ADNc si analizarea lor)
si posibilitatea reluirii procesului de amplificare pornind direct de la ADNc.

Dinamica reactiei de amplificare. Dac analizdm acumularea de ampliconi intr-

ele reactii
i rapide a
pe separd
a cantitdtii

0 reactie PCR observdm cj exists o diferenfd marcant¥ intre teorje si practics in ceea
ce priveste profilul curbei de amplificare (Figura 60).
Analiza cineticii unei reactii PCR ne oferd ima

ginea unei curbe de amplificare
avand trei faze distincte:

1) Faza timpurie de acumulare, in care num#rul de

ampliconi este inc¥ foarte
scdzut.

2) Faza de cregtere exponentiald a numérului de produsi de amplificare.
3) Faza de platou, marcati de o incetinire dr

amaticd a producerii ampliconilor
datoritd unor factori fizici cum ar fi

denaturarea ADN polimerazei, sciderea
concentratiei de dNTP, acumularea in exces a pirofosfatului sau inhibarea reactiei de
sintezd datority acumulirii in numar mare a catenelor nou sintetizate.




Georgescu Sergiu Emil, Dudu Andreea, Costache Marieta

[ 4
i Faza de platou
TEORIE ! ¢
! ®
x o
O a
(9 2]
» 3
3 PRACTICA 3 Faza de crestere
o = exponentlala
a o
3 :
2 |
£ 5
& S
o
Numar de cicluri de amplificare = Numar de clclurl de amplificare i

Figura 60. Dinamica unei reactii PCR si fazele de acumulare ale ampliconilor,

In faza timpurie de acumulare, detectia si implicit monitorizarea reactiei este

~

imposibild datoritd valorilor scdzute ale fluorescentei. Ciclul de reactie in care
valoarea intensitatii fluorescentei depdseste valoarea de fundal si devine detectabila
se numeste Threshold Cycle (Ct) si, practic, din acest moment este posibila

A

monitorizarea reactiei PCR. In acest moment reactia intrd in faza de crestere

exponentiald, iar numarul de copii amplificate este cuprins intre 10%0 si 10'2. Cu cat
numadrul de copii din secventa de interes este mai mare, la inceputul reactiei, cu atat
mai putine cicluri de amplificare vor fi necesare pentru a genera numdarul minim de
ampliconi de la care este posibila detectia. O cuantificare corectd se obtine atat timp
cat monitorizarea se face in faza de crestere exponentiald. Odatd cu intrarea in faza
de platou, cuantificarea nu mai este relevanta.

Curba de topire (Melting Curpe). Este utilizatd pentru evaluarea acuratetii cu
care s-a desfdsurat reactia Real-Time PCR. Analiza acesteia este extrem de utild in
caracterizarea produsilor PCR rezultati din reactia de amplificare. Curbele de topire
se realizeazd la finalizarea reactiei de amplificare prin cresterea treptatd a
temperaturii amestecului de reactie, din grad in grad, de la aproximativ 45°C pand la
95°C, temperaturd la care toate moleculele de ADN prezente in amestec se
denatureazd. Pe parcursul acestui proces, pe mdsurd ce dublele catene se
denatureazd, colorantii intercalanti prezenti la nivelul acestora vor fi eliberati in

solufie.

Este cunoscut faptul ca fiecare dubla catend de ADN prezintd o temperaturad de
topire (Tm ~ Melting Temperature) unicd, 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, daci in reactia de amplificare s-au form
pe curba de topire se va observa un numsr cores
singur cum ar fi normal (Figura 61).

at si alti produsi nespecifici,
punzdtor de semnale si nu doar unul

dimeni de primen
sau amplifican nespecifice

produs PCR specifie

@ produs PCR specific
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Figura 61. Curbe de topire intr-

d i y o .
e amplificare. B, Curbs specificd prezentei amplificirilor nespecifice si contamindrii cu ADN

genomic a amestecului de reactie a i i
fie (dupa Georgescu si Costache, Lucriri practice - biochimia acizilor

nucleici si biologie moleculars, 2010).

o reactie Real-Time PCR. A. CurbA caracteristics unui singur produs

. O altd aplicatie a curbelor de topire este legati de detectia mutatiilor de la
nivelul fragmentului amplificat. Pentru aceasta este necesar S‘;:i lucrém’ cu sond
marcate fluorescent. Acestea sunt desemnate astfel incét si se lege in zona i e
probabilitatea de a exista mutatia de interes este cea mai mare. Practic erents
mutatiei punctiforme, omologia dintre sonds si fintd nu va fi perfectz?;
duplexul se va destabiliza Ia o temperaturd mai scizutd decat in cazul un
complete, omologie prezents numai atunci cand secventa tinti nu este

Deci, un posibil SNP la nivelyl fragmentului amplificat va conduce la ob
multor semnale la nivelul curbei de topire.

O metodd nou dezvoltats, numity
Melting), este utilizats pentru identificare
apar intre indivizii homo-
marcate,

In prezenta
i ca atare,
ei omologii
modificatd.
tinerea mai

topire de inalti rezolutie (High Resolution
a diferentelor de secventd nucleotidica care
si heterozigoti. Pentru aceasta se folosesc in loc de sonde
coloranfi fluorescenti intercalanti inalt saturati. In prezenta acestora

duplexurile caracteristice heterozigotilor se vor separa la, temperaturi ;nai scadzut ,
decat cele specifice homozigotilor. Aceste diferente se Vvor putea vizualiza la nivel T
curbelor de topire realizate la intervale de temper’aturé de sub 1 grad Celsius Cvlf'u

dacy diferentele de temperaturd dintre punctele de topire ale dublelor cater;e sulzz

extrem de mici, rezolutia aparatelor si sistemele extrem de
Permit decelarea lor.

performante de detectie
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Strategii de cuantificare. Existd doud modalititi de cuantificare - absolutd si
relativd. Cuantificarea absoluti foloseste standarde diluate seriat pentru a genera o
curbd standard. In cazul cuantificirii relative modificirile expresiei genice sunt
mdsurate fie pe baza unui standard extern, fie pe baza unei probe de referintd,

numitd si calibrator.

Eficienta amplificarii reactiei este foarte importantd atunci cand se urmaéregte
realizarea cuantificdrii relative. Eficienta amplificdrii variaza astfel: in faza timpurie
este relativ stabild, in fazele urmatoare descreste gradual cdtre 0. Aceastd scadere este
datoratd inhibarii in timp a reactiei PCR. Calcularea eficientei amplificarii folosind o
curbi standard nu inregistreazi aceste modificiri si poate supraestima rezultatul. In
vederea cuantificdrii se folosesc, ca si controale pentru analiza expresiei genice,
genele de referintd. Acestea sunt reprezentate de obicei de gene care se exprimé
constitutiv in toate tipurile de celule (gene house keeping) si a cdror expresie nu se
modificd marcant in diversele tipuri celulare sau in diferite conditii fiziologice. La
folosirea unor astfel de gene pentru normalizare apare necesitatea validarii stabilitatii
expresiei lor.

Modalititi de detectie a produsilor amplificati. Existd mai multe alternative
tehnice disponibile care permit detectarea produsilor amplificati cu mare
sensibilitate. Acestea pot fi directe, atunci cand utilizeazd coloranti fluorescenti
intercalanti, sau indirecte, cand utilizeaza diferite tipuri de sonde marcate. Practic,
metodele de detectie utilizate trebuie sd certifice cd intensitatea fluorescentei
detectate este direct proportionald cu cantitatea de produs PCR care se acumuleaza
in amestecul de reactie. Astfel, procesele de amplificare si detectie sunt combinate gi

este posibild monitorizarea reactiei PCR.

- Coloranti fluorescenti intercalanti - se folosesc compusi de tipul SYBR-Green care
posedd o proprietate speciald. Atunci cand sunt liberi in solutie prezintd un nivel
scdzut de fluorescentd, dar in momentul in care sunt incorporati la nivelul unei duble
catene ADN, intensitatea fluorescentei lor creste de pana la 200 de ori. Din aceastd
cauzd, cu cat mai multi ampliconi sunt formati in urma reactiei PCR, cu atdt mai
mulfi coloranti vor fi intercalati la nivelul dublelor catene formate si cu atat

intesitatea fluorescentei va creste (Figura 62).
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Figura 62. Detectia produsilor de amplificare utilizdnd fluorocromi intercalanti.

- Sonde “Molecular Beacon” - in acest caz se
formeaza structuri de tip tijd-bucld  (stem-loop),
complementars cu molecula de acid nucleic tinty

lucreazi cu sonde ADN care
regiunea bucld (loop) fiind

. Sondele au atagate la capete
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fluorocromi. In stare libera fluorescenta nu este decelabils ea devenind detectabild
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atunci cand sonda se leagd la ADN (Figura 63).
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Figura 63. Utilizarea sondelor de tip Molecular Beacon pentru monitorizarea amplificédrii PCR.

O astfel de sond4 are aproximativ 25 pb, dintre care cele situate la mijloc Su1t1t
complementare cu matrita ADN, iar cele de la margini pre'zmt'a C'or?lpler.nentar%ta :
una fatd de cealalts. In structura sondei intalnim patru regiuni distincte: o reglvu;le
loop complementarad cu secventa ADN tintd, o regil.me stem careveste {epreze?ntalltaclare
capetele complementare sondei, un fluorocrom dispus la capédtul 5 termina
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emite doar atunci cand sonda este hibridizats cy tinta si un captator de fluorescents

atagat covalent la capdtul 3’ al sondei care are rolul ca atunci cand sonda este libers
sa capteze fluorescenta emisa de fluorocromul din5’.

- Sonde TagMan™ - in aceasts variants, sonda este conjugatd cu un fluorocrom

sl cu un captator de fluorescents capabil s absoarbi energia fluorocromului. Atat

timp cét sonda este intacti ea nu va emite fluorescentd. Odats Inceputd amplificarea,
sonda este hidrolizat, fluorocromul este se

parat de captator si in consecinty
fluorescenta va creste, putand fi detectaty. Pe

mdsurd ce reactia avanseazd, semnalul

fluorescent se va intensifica deoarece vor exista in mediul de reactie din ce in ce mai

multi fluorocromi liberi care emit semnal luminos (Figura 64). Metoda se b

azeaza pe
activitatea 5'-3' exonucleazici a ADN polimerazei.
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Figura 64. Detectia produsilor de amplificare utilizind sonde TagMan™,
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- Sonde FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) — in acest caz se utilizeaza
doud sonde, prima fiind marcata la capatul 5' cu un fluorocrom donor, iar a doua cu
un fluorocrom acceptor. Cand cei doi fluorocromi sunt in vecindtate (la o distanta de
1-5 nucleotide), lumina emisd de fluorocromul donor va excita fluorocromul
acceptor, care va emite puternic (Figura 65). Emisia e detectatd in faza de atagare si in
prima parte a etapei de elongare. Dupa fiecare ciclu PCR se ataseazi din ce in ce mai
multe sonde, rezultand un semnal fluorescent din ce in ce mai intens.

Z ;44' «A I:‘

Hibridizare

ot

) ST
S [RERIRY

Extensie si
eliberatea
sondelor

7 Qrag

TR PRI BTy ey
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Figura 65. Detectia ampliconilor cu sonde FRET.

- Primeri de tip Scorpion® - constau in sonde cu structurd tija-bucla (stem-loop)
atasate la nivelul primerilor folosifi la amplificare. Regiunea cu structurd stem-loop
este separatd de primer printr-o secventd nucleotidicd modificatd chimic (PCR
blocker) care blocheazd ADN polimeraza sd copieze aceastd zond din compozitia
sondei.

La nivelul acestei regiuni se regdseste un fluorocrom si un captator de
fluorescentd. La inceputul reactiei de amplificare, fluorescenta este blocata datoritd
structurii specifice stem-loop a sondei. In etapa de hibridizare a primerilor si
amplificare propriu-zisa, sonda formeaza o structurd specificd prin hibridizarea cu o
regiune distald a primerului. Astfel, ea isi pierde conformatia nativd, iar emisia
fluorocromului nu mai va putea fi blocatd de captator. In acest moment emisia

sondei va deveni vizibild, putand fi captatd si cuantificata (Figura 66).
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Estimar i i i i
ea nivelului de expresie al uneij gene prin utilizarea colorantilor

int i: i i icd
ercalanti: Dupi realizarea practicd a reactiei Real-Time PCR se obtine curba

exponentiala d ifi i i i
p t e amplificare. Din analiza acesteia se poate calcula valoarea la care

a .
. pare Threihold Cycle (Ct), ciclul la care intensitatea fluorescentei probelor
Intersecteaza fluorescenta prag. Totodats, cu aju ’

potentiala contaminare a probelor,
amplificrilor nespecifice,

torul curbei de topire se determing si
prezenfa dimerilor de primeri si/sau a

Fluorocrom ﬁ_ Secventa PCR blocker"
.',\\ Captator
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Figura 66. Detectia ampliconilor cu primeri de tip Scorpion®,

Dupa obti i izeazi
. pa obtinerea valorilor Ct se realizeazy analiza rezultatelor. Astfel, se scrie
L e ’
ecuatia amplificdrii pentru fiecare

proba, atat pentru gena tinta cat si pentr
nts } u
referintd (Georgescu si Costache, #p gena de

™ - 2010). Daci A reprezintd proba analizats, iar B
proba control, pentru o singuri gen de referints vom avea ecuatia:

Nee=No(1+E)S unde,

Nect = numérul de molecule de ADNC la ciclul Ct;
No = numérul inigial de molecule de ADNc;

E = eficienta reactiei PCR.

1 T

(NCt)Aref:NoAref (1 +E) CtAref (NCt)BrgFNoBrgf (1 +E)CtBref
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(NCt)Atnr=NoAtar (1+E)CtAtar (NCt)Btnr=NoBtar (1+E)CtBtar

Deoarece gena de referintd este diferitdi de gena fintd, iar produsul de
amplificare are o mdrime diferitd si va ingloba un numadr diferit de molecule de
colorant intercalant, cele doud valori (Nci)amr si (Nci)arr nu sunt egale si se va

introduce un factor de corectie notat cu k. Astfel, ecuatia devine:
(Nt awmr = K* (Nce)arer

Normalizarea se realizeazd prin calcularea raportului dintre Notwr $i Noret
pentru fiecare proba:

Noatar/ Noaref = K*[(1+E)CtAref / (1+E)CtAtar | — proba A - analizatd

NoBtar/ Nobref = K*[(1+E)CtBref /(1+E)tBtar] ~ proba B - control

In cazul unei eficiente de 100% se obine formula de mai jos:

Noatar/ Noares = k¥2CtArefCtatar = k*DACt — proba A analizatd
NoBtar/ Nobref = k*2CtBref-CtBtar = [*24Ct — proba B control

Pentru determinarea diferentei de expresie a genei tintd intre cele doud probe se

realizeazad raportul acestora. Se obtine ecuatia:
probaA/probaB = 284Ct

In cazul unei valori de 1 se considerd cd gena are acelasi nivel de expresie in
cele doud conditii (control si analizat). Pentru o valoarea peste 1 gena este
supraexprimatd in proba A analizatd comparativ cu proba B control, iar pentru o

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

1V.3.2 Tehnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Atunci cand dorim sd realiz&dm analiza polimorfismului de la nivelul unor
genoame diferite si nu exista informatii despre unul sau mai multi markeri ADN
dedicati, se poate folosi tehnica RAPD (Polimorfismul amplificirii aleatoare a ADN).
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poate determina pozitia pirimidinelor, si respectiv intreaga secventi. Intr-o alts
variantd, se realiza determinarea initiald a pozitiei bazelor pirimidinice gi ulterior a
celor purinice.

Metoda de secventializare chimicd cuprinde mai multe etape. Astfel,
fragmentul de ADN monocatenar care urmeazd a fi secventializat este marcat la una
dintre extremitati printr-un semnal care va permite detectarea sa (marcare cu fosfor
radioactiv -32P-). Urmeazi scindarea acidului nucleic care se realizeazd in mai multe
etape si apoi separarea electroforeticd a fragmentelor rezultate.

Scindarea uneia dintre cele patru baze azotate se face prin diferite metode
specifice pentru purine sau pirimidine. Specificitatea tdierii este datd de reactivii
utilizati si de conditiile de reactie. De exemplu, pentru degradarea bazelor purinice
se foloseste reactia cu dimetil-sulfat in conditii alcaline. Dimetil-sulfatul metileaza
adenina in pozitie 3, respectiv guanina in pozitie 7. Aceastd 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 atacd atomii de carbon din pozitiile 4 si 6
deschizand heterociclul pirimidinic. Ulterior, baza azotata este eliminatd, deoxiriboza
scindatd, iar legdtura fosfodiesterica corespunzitoare devine sensibild la hidroliza.

Hidroliza legéturilor fosfodiesterice are loc in regiunile in care au fost eliminate
bazele azotate. In final se realizeazi electroforeza in gel de poliacrilamids urmati de
detectarea fragmentelor si reconstituirea secventei.

V.2 Metoda Sanger - prima generatie de secventializare

Esenta tehnicii de secventializare propusa de Frederick Sanger si colaboratorii a
constituit-o generarea de fragmente a céror lungime era dependentd de ultimul
nucleotid din structura secventei. Colectii de astfel de fragmente au fost generate
prin intreruperea controlatd a sintezei enzimatice. Aceastd tehnicd s-a impus in fata
celorlalte tehnici de secventializare datoritd simplitdtii sale. Aceastd impreund cu
metoda Maxam-Gilbert sunt denumite la ora actuald drept secventializarea de priméa
generatie. Cu ajutorul metodei Sanger s-a reusit in 2003 secventializarea in premierd
a genomului uman (Human Genomic Project).

Sanger a utilizat initial ADN polimeraza I bacteriand care sintetizeazd o copie
complementard a catenei matrita ADN utilizdnd deoxinucleotid-trifosfati. Acelagi
procedeu este aplicat pentru patru amestecuri de reactie, corespunzitoare fiecirui tip

realizeazd separarea fragmentelor din cele patru loturi.
fragmentelor este datoraty opririi copierii catenei matrity 1
Corespunzdtor fieciruia dintre cele patru tipuri de ddN'TP.

autoradiografia gelului,

T i oc < .
adioactiv cu 2P sau %S, Aceasti metods ingenioasd a permis, in 197
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de dNTP, in acelasi timp. In toate, ADN polimeraza este folositd pentru a sintetiza
catena complementary unei secvente matrit
cu unul dintre capetele matritei.

Etapele parcurse sunt urmétoarele:

pornind de la un primer complementar

a) Fragmentul care urmeaz a fi secventializat este denaturat pentru obtinerea

de m i ji i ifi

onocatene si adus in contact cu un primer specific. Hibridizarea primerului cu
matrifa m ite initi iunii

t onocatenard permite initierea actiunii ADN

polimerazei in prezen
substratelor nucleotidice. g :

b) In fiecare dintre cele patru loturi se addug o mici cantitate dintr-un 2’-
3’dideoxiriboAnucleoﬁd-trifosfat (ddNTP) diferit, analog cu unul dintre nucleotide
(Figura 70). Incorporarea acestui analog in locul unui nucleotid normal blocheazi
alungirea catenei datority lipsei grupdrii hidroxil din pozitia 3’
considerent ddNTP au fost denumite molecule terminatoalie de
lor este optimizati pentru a opri sinteza numai ocazional.

terminald. Din acest
catend. Concentratia

Baza
azotata

i ﬁ'l D_Il|] ﬁ' g Baza
=P=0-P=0-P~0—CH, |a70tata
o- 0- 0-

4 1

ddNTP = "y
H)YH

Figura 70. Structura generali a unui dideoxinucleotid.

¢) Prin electroforezi in gel de poliacrilamid¥ sau electroforezs capilard se

Mirimea diferiti a
a un anumit nivel,

Etapa finald de determinare a secvenfei era realizati de Sanger prin

deoarece unul dintre ddNTP introduse in reacfie era marcat

7, stabilirea

brimei secvenfe complete de 5386 de baze a bacteriofagului ®X174. Total
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automatizatd ulterior, tehnica a permis descifrarea completd a secventelor
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 inventatd de Sanger are la ora actuald
o serie de variante care au fdcut-o sd se impund ca o alternativd viabild de
determinare a secventei acizilor nucleici. Toate aceste variante se bazeazd pe
principiul initial de sintezd de fragmente complementare cu matrita de analizat.
Diferentele constau in evolutia spectaculoasd a modalititilor de separare si
identificare a acestor fragmente.

Detectarea fluorescentd reprezintd o alternativd viabild pentru tehnica
autoradiograficd. La ora actuald se folosesc primeri sau nucleotid-trifosfati marcati
fluorescent a céror separare se realizeazd prin electroforezd in gel de poliacrilamidd
sau prin electroforezd capilard. Marcarea fluorescentd oferd posibilitatea combindrii
amestecurilor de reactie urmatd de separarea electroforeticd a ansamblului. Initial,
sistemele semiautomate de secventializare se bazau pe separarea in gel si apoi pe
citirea automatd a fluorescentei. Sistemele actuale de analizd automatd utilizeaza
electroforeza capilard si detectia prin LASER a marcajelor fluorescente.

Pentru secventializarea folosind detectia fluorescentd au fost utilizate doud
variante ale metodei Sanger: Dye-primer si Dye-terminator. Dintre acestea, varianta
dye-terminator este folositd cel mai uzual, deoarece se preteazd mai bine pentru
sistemele automate de analiza.

Varianta Dye-primer: in acest caz primerul sens folosit pentru reactia de
secventializare este marcat cu un fluorocrom. Reactia este ulterior realizatd in patru
tuburi separate, fiecare dintre acestea contindnd primerul marcat cu o culoare
diferitd, in prezenta cite unui dideoxinucleotid. Urmeazad o amplificare PCR, iar
produsii celor patru reactii sunt denaturati si analizati pe gel de poliacrilamida
(Figura 71).

Fluorescenta marcatorilor este detectatd cu ajutorul unui cititor laser automat,
iar datele obtinute sunt prelucrate pe computer. In final se obtine cromatograma

corespunzitoare secventei analizate.
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a unui ddNTP elongarea catenei este stopatd, ceea ce va genera o colectie de
fragmente de marimi diferite, dar care se termina cu acelasi ddNTP (Figura 72).

Daci se pidstreazd o proportie corectd intre prezenta cele patru tipuri de dNTP
si ddNTP, se va obtine o colectie de fragmente nou sintetizate de lungimi diferite,
terminate printr-un ddNTP diferit, corespunzétor nucleotidului complementar de pe
catena matriti. Fluorescenta acestora va fi detectatd de un cititor automat, iar
semnalul va fi prelucrat obtindndu-se in final electroforegrama corespunzitoare
secventei analizate.

Denaturare Hibridizare Extensie Produsi de amplificare
—_— — —— A (C|®
s “ Ae ——yL
) al - —— A |1}
* 2 Gl® ——— A C C G T A|®
Te ACCGTA[T®

Figura 72. Principiul variantei Dye-terminator.

V.3 Secventializarea de noui generatie

La ora actuald, secventializarea prin metoda Sanger, prima generatie de
secventializare, este treptat inlocuitd de tehnici de secventializare de noud generatie
(Next Generation Sequencing - NGS). Acestea au avantajul de a realiza mai multe
reactii de secventializare in acelasi timp, generdnd o cantitate imensé de informatie,
si necesitd analiza integratd a datelor obtinute.

Primele tehnologii de noud generatie au fost disponibile in anul 2007 (Illumina
Genome Analyzer), iar la numai un an distantd a fost finalizatd cu succes prima
secventializare a unui genom uman complet. La ora actuald, tehnologia NGS
evolueazd foarte rapid, crescand progresiv capacitatea de analizd si prelucrare a
datelor gi reducand semnificativ si continuu costurile.

Tehnicile de NGS utilizeazd in general secventializarea prin sintezd pentru a
genera si a analiza multiple fragmente de ADN in acelasi timp. Aceastd abordare
conduce la obtinerea unei cantitdtii uriase de date care trebuie apoi prelucrate.
Secventializarea prin sinteza prezintd doud abordari: una de ,singurd moleculd”, alta
de ,ansamblu molecular” (mai multe tinte ADN amplificate si fixate apoi pe un
suport solid). in cazul ambelor abordari, secventializarea si detectia noilor baze




