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Metoda de identificare a secvegglor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei enddikaoxidului nitric, care consin
aceea & se colectedz proba integral de sange, se extrage ADN cu hidroxid de amoniuM),se mefine la
temperatura camerei timp de 5 mginse incubeaz intr-un termostat la temperatura de 100°C tim@@enin cu
agitare conting, apoi ADN extras se amplitic cu utilizarea primerilor NOS3 sens: 5'-
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3si NOS3 antisens: 5€CTCTTAGTGCTGTGGTCA-3" intr-un amestec ce
coniine, in pL:

soluie Master Mix 12,5
primel sen:in concentrde de 0,75 pM/pL 1,28
primel antisen in concentréde de 0,75 pM/pL 1,25
ADN genomic in concenttie de 5 ng/pL 5
H20 ultrapus 5,
totodat soluia Master Mix cogine, in pL:

MgCI2 in concentrde de 2, mM 2,C
dNTP in concenttie de 0,4 mM 0,2
Taq polimeraz in concentrge de 0,05 uniii/pL 1,0
H20 ultrapus 9,3,

totodat se efectuedizdenaturarea itiala la temperatura de 94°C timp de 3 min, apoi seteéea 30 de cicluri cu
denaturarea la temperatura de 94°C timp de 1 mitenhperatura de 54°C timp de 30 s, la temperd@ii@°C timp
de 30 ssi la temperatura de 72°C timp de 5 min, se sefragmentele amplificate de ADN in gel de agéarde
1,8%, se colored@zcu o soltie de bromux de etidiu de 0,5 pg/mii se identifié secverele polimorfe.



