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(57) Rezumat:

1 2

Inventia se referd la genetica medicala NOS3 antisens: 5%
moleculara, si anume la 0 metodd de CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3? totodatd se
identificare a secventelor polimorfe 4a/4b ale efectueazd denaturarea initiald la temperatura
genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric. de 94°C timp de 3 min, apoi se efectueazi 30

Esenta metodei constd in aceea ca se 5 de cicluri cu denaturarea la temperatura de
colecteaza proba integrald de singe, se extrage 94°C timp de 1 min, la temperatura de 54°C
ADN cu hidroxid de amoniu 0,7 M, se mentine timp de 30 s, la temperatura de 72°C timp de
la temperatura camerei timp de 5 min si se 30 s si la temperatura de 72°C timp de 5 min,
incubeaza intr-un termostat la temperatura de se separd fragmentele amplificate de ADN 1in
100°C timp de 30 min cu agitare continua, apoi 10 gel de agarozd de 1,8%, se coloreaza cu o
ADN extras se  amplifica cu utilizarea solutie de bromura de etidiu de 0,5 pg/mL si
primerilor NOS3 sens: 57 se identifica secventele polimorfe.
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3" si Revendiciri: 1

15



(54) Method for identifying the polymorphic sequences 4a/4b of the nitric oxide

endothelial synthetase gene

(57) Abstract:
1

The invention relates to the medical
molecular genetics, namely to a method for
identifying the polymorphic sequences 4a/4b
of the nitric oxide endothelial synthetase gene.

Summary of the method consists in that is
carried out the whole blood sampling, is
extracted DNA with 0.7 M ammonium
hydroxide, is maintained at room temperature
for 5 minutes and incubated in a thermostat at
the temperature of 100°C for 30 minutes with
continuous stirring, then the extracted the
DNA is amplified using sense NOS3: 5'-
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3'  and
antisense NOS3 primers: 5'-

5
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2
SCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3, at the same
time is carried out the initial denaturation at the
temperature of 94°C for 3 min, then are
performed 30 cycles with denaturation at the
temperature of 94°C for 1 min, at the
temperature of 54°C for 30 seconds, at the
temperature of 72°C for 30 seconds and at the
temperature of 72°C for 5 minutes, are
separated the amplified DNA fragments in
1.8% agarose gel, are stained with 0.5 pg/mL
solution of ethidium bromide and are identified
the polymorphic sequences.

Claims: 1

(54) Metoa uaeHTH(PUKAIUN MOJUMOP(PHBIX NOc/AeA0BaTeIbHOCTel 4a/40 reHa
IHAOTEIMAJIBLHON CHHTETa3bl OKCH/A a30Ta

(57) Pedepar:

N3o0perenrie OTHOCUTCS K MOJIEKYJISIPHO-
MEJIMIIMHCKON T'eHeTHKe, & UMEHHO K METONY
UACHTU(PUKAIIMA  TTOMTUMOPGHBIX  TOCIEI0-
BatenbHOCTE 4a/40 TeHa SHIOTEeNHaIbHOU
CHUHTETa3bl OKCHIA a30Ta.

CyIIHOCT, METOJa COCTOMT B TOM YTO
OCYIIECTBIISIIOT ~ 3a00p  IENBHOW  KPOBH,
skctparupytor JHK 0,7 M ruapoxcuna
aMMOHUS, BBIJCPKUBAIOT TPH  KOMHATHOW
TEMIIEpaType B T€UEHHE 5 MUH U HHKYOHPYIOT
B TepMoctate mnpu Temmeparype 100?C B
TedueHue 30 MHMH € HEIpEpbIBHBIM
NepeMeIIuBaHUEM, 3aTeM JKCTParupoBaHHYIO
JHK aMmmuduumupyior ¢ HCHOIb30BaHUEM
CMBICIIOBBIX npaiiMepoB NOS3: 57
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3? u

10

15

2

AHTUCMBICITIOBBIX NOS3: 57
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?, npu sToMm
OCYIIECTBIISIIOT W3HAYAIBHYIO JICHaTYpalHIo
npu temmneparype 94°C B TeueHue 3 MuH,
3aTeM  ocymecTBisitoT 30  IMKIIOB

JeHaTypanueil npu Temneparype 94°C
Teuenue 1 muH, mnpu Temneparype 54°C
teuenue 30 c, mpu Temmepatype 72°C

teuenne 30 ¢ m mpu Temmneparype 72°C
TEUEHHE 5 MHH, OTHEISIOT aMIUTUQUIHMPO-
BanHble Qparmentsl JJHK B 1,8% arapo3nom
rexe, okpammBarorT 0,5 pg/ml pacrBopom
OpOMHCTOrO O3THAWS W  WICHTUPHUIUPYIOT
NoNMUMOpP(QHBIE TTOCIIEI0BATEIHHOCTH.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la genetica medicala moleculard, si anume la 0 metoda de identificare a
secventelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric.

In conditii fiziologice oxidul de azot (NO) actioneaza in calitate de mediator al mai multor
functii biologice, una dintre cele mai importante fiind adaptarea sistemului vascular la
necesitatile metabolice intensificate dupa efortul fizic. Excesul de NO in conditii patologice
induce vasodilatarea periferica si sincopa, iar insuficienta oxidului nitric a fost asociata cu astfel
de patologii ca hipertensiunea arteriala, ateroscleroza si cardiopatia ischemica. Este demonstrat
ca concentratia de NO in singe depinde de activitatea enzimei genei sintetazei endoteliale a
oxidului nitric (eNOS), aceasta din urma depinde de polimorfismul genetic ce o codeaza.

Elaborarea procedeelor inofensive, si totodata eficiente, de diagnosticare si pronosticare
genetica a bolilor coronariene cu identificarea polimorfismului genei sintetazei endoteliale de
oxid nitric (eNOS) este una dintre problemele actuale in medicina clinicd moderna.

Este cunoscut un procedeu de diagnosticare geneticd a polimorfismului in intronul 4 al genei
care codeaza sintetaza endoteliald a NO, prin reactia de polimerizare in lant, unde ADN se
extrage din sangele periferic al pacientilor cu boli cardiovasculare. In intronul 4 al genei eNOS
existd polimorfismul 4a/4b, care contine 4 sau 5 repetari de 27 pb (perechi de baza). Aceasta
substitutie faciliteazd potentialul clivajului enzimei in acest site, diminuand functionalitatea
genei eNOS.

Pentru amplificarea portiunii de ADN, ce contine secventa nucleotidicd polimorfa eNOS-
4a/4b au fost utilizati primerii sens (s) si antisens (as) cu urmatoarele secvente:

1) NOS3 (s) 5>AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT -3?;

2) NOS3 (as) 5>TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3?.

Amplificarea fragmentului ADN, ce contine markerul polimorf minisatelit eNOS-4a/4b, s-a
efectuat in 50 pL solutie: Master Mix (echivalent Fermentas) (2x) — 25 pL, primer sens — 1
pM/uL — 5 pL, primer antisens — 1 pM/uL — 5 puL, ADN genomic — 5 ng/uL — 10 pL, H,O
ultrapura — 5 pL.

Compozitia solutiei Master Mix este urmatoarea: solutie pentru executarea PCR (reactiei de
polimerizare in lant) care contine MQCl, — 1in concentratie de 2,0 mM — 4,0 pL;
dezoxinucleozidtrifosfat-5*trifosfat (ANTP) in concentratie de 0,4 mM — 0,4 uL; Taq polimerazi
in concentratie de 0,05 unitati/uL — 2,0 uL, H,O ultrapurd — 18,6 pL.

PCR s-a realizat cu ajutorul termociclerului Crocodil-II1 (Appligene S.A., Franta) prin
programul automat de amplificare cu regimul urmator:

primul ciclu — 94°C/3 min, urmatoarele 35 cicluri — 94°C/1 min, 60°C/1 min, 72°C/1 min,
ultimul ciclu — 72°C/6 min. Identificarea alelelor s-a executat dupa separarea fragmentelor ADN
amplificate In gel de agaroza de 2% si s-au colorat cu solutie de bromura de etidiu (0,5 pg/mL).

Ampliconul alelei 4a a avut lungimea de 393 perechi de nucleotide (pn), iar cel al alelei 4b —
de 420 pn [1].

Dezavantajele procedeului descris constau in faptul cé este costisitor, totodata:

1) implica izolarea ADN prin utilizarea unor kituri de reactivi costisitori; 2) primerii
recomandati formeaza un numar mare de dimeri in procesul de amplificare; 3) lungimea
primerilor NOS3 este mare (25 pb); PCR se efectueaza intr-un volum de 50 uL de amestec,
utilizand astfel o cantitate mare de reagenti chimici, si, de asemenea, de ADN izolat din sangele
pacientilor. Acelasi program al metodei PCR 1n termociclu necesitd o lunga perioada de timp —
114 min. Pentru vizualizarea produselor PCR se foloseste gelul de agaroza de 2%, ceea ce, de
asemenea, prezinta un consum excesiv de reactivi, care pot fi periculosi sanatatii investigatorilor
in cazul lipsei echipamentelor si techicilor speciale de protectie. Toate acestea necesita cheltuieli
considerabile si contribuie la tergivesarea analizelor i stabilirea in termen a diagnosticului
clinic.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in majorarea eficientei metodei de
identificare a secventelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric,
precum si in ieftinirea si accelerarea ei.

Esenta metodei consta in aceea ca se colecteaza proba integrald de sange, se extrage ADN cu
hidroxid de amoniu 0,7 M, se mentine la temperatura camerei timp de 5 min si se incubeaza intr-
un termostat la temperatura de 100°C timp de 30 min cu agitare continud, apoi ADN extras se
amplifica cu utilizarea primerilor NOS3 sens: 5-GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3" si
NOS3 antisens: 5> CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?, totodata se efectueaza denaturarea initiald
la temperatura de 94°C timp de 3 min, apoi se efectueazd 30 de cicluri cu denaturarea la
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temperatura de 94°C timp de 1 min, la temperatura de 54°C timp de 30 s, la temperatura de
72°C timp de 30 s si la temperatura de 72°C timp de 5 min, se separd fragmentele amplificate
de ADN in gel de agaroza de 1,8%, se coloreaza cu o solutie de bromura de etidiu de 0,5 pg/mL
si se identifica secventele polimorfe.
Modificarea primerilor a fost conceputd in scopul reducerii costului si cresterii eficientei
amplificarii fragmentelor ADN. Modelarea pentru modificarea primerilor a fost efectuatd cu
ajutorul soft-ului Oligo Analyzer 3.1. La toate etapele de modelare au fost respectate legile
clasice cunoscute de proiectare a primerilor.
Modificarea primerului NOS3 (s) a fost realizata intr-o etapa prin deletia nucleotidei AG din
capatul 5” i primei nucleotide T din capatul 3"
NOS3 (s) 5>AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT -3° — NOS3_modif_s: 5%
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTT-3?
Modificarea primerului NOS3 (as) a fost realizati in 2 etape. In scopul ameliorarii topirii
nucleotida T la capatul 5' a fost inlocuita cu nucleotida C. La a doua etapa prima nucleotidd T din
capatul 3' a fost eliminata in scopul scurtarii lungimii si reducerii costului primerului.
NOS3 (as) B5S*>TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3? —  NOS3_modif_as: 5%
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?
Rezultatul inventiei constd in ieftinirea metodei date prin utilizarea concentratiilor mai mici
ale componentelor reactiei, precum si in accelerarea acesteia prin reducerea ciclurilor de reactie
in termociclul pentru PCR, ceea ce o face mai eficienta.
Exemple de realizare a inventiei
Exemplul 1
Pentru efectuarea metodei propuse s-au utilizat leucocitele din sangele periferic colectat de la
10 pacienti cu cardiopatie ischemica. In total s-au efectuat cite 10 teste in 3 repetitii pentru
analiza eficientei metodei propuse in comparatie cu cea mai apropiata solutie.
Prelevarea sangelui venos si separarea leucocitelor din sangele periferic s-a realizat prin
metoda standard.
Metoda propusé s-a realizat in felul urmator: ADN-ul a fost extras din leucocitele sangelui
integral eliberate prin fierbere cu hidroxid de amoniu (MD 3539).
Programul separarii ADN: 10 pL de solutie contindnd aproape 10 000 de leucocite s-au
amestecat cu 100 pL de 0,7 M de solutie de hidroxid de amoniu in eprubete de tip Eppendorf si
S-au mentinut la temperatura camerei timp de 5 min. Apoi eprubetele inchise au fost incubate in
termostat la temperatura de 100°C agitand continuu timp de 30 min. Concentratia ADN-ului
izolat s-a verificat utilizand spectrofotometrul.
ADN extras s-a amplificat prin metoda PCR cu utilizarea primerilor NOS3 sens (s) : 5>
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3? si NOS3 antisens (as): 5%
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-32.
Pentru realizarea reactiei s-au utilizat reactivi ai companiei Fermentas Inc. S-au efectuat in
paralel 2 experimente testate conform metodei propuse si celei mai apropiate solutii.
Amplificarea ADN-ului s-a efectuat intr-un volum de solutie de 25 pL.
Amestecul de PCR pentru amplificare contine, pL:
solutie Master Mix — 12,5,
primer sens cu concentratia de 0,75 pM/uL — 1,25,
primer antisens cu concentratia de 0,75 pM/uL — 1,25,
ADN genomic cu concentratia de 5 ng/uL — 5,
H,O ultrapura — 5 pL;

totodatd compozitia solutiei Master Mix contine, pL:
MgCl; cu concentratia de 2,0 mM — 2,0,
dNTP cu concentratia de 0,4 mM- 0,2,
Tag polimeraza cu concentratia de 0,05 Unitati/pl — 1,0,
H,0O ultrapura — 9,3.

Reactia PCR s-a realizat cu ajutorul termociclerului prin programul automat de amplificare
cu regimul urmator:

primul ciclu — 94°C/3 min, urmatoarele 30 cicluri — 94°C/1 min, 54°C/30 s, 72°C/30 s,
ultimul ciclu — 72°C/5 min. Identificarea alelelor s-a executat dupa separarea fragmentelor ADN
amplificate in gel de agaroza de 1,8% care se coloreazd cu o solutie de bromuré de etidiu (0,5
pg/mL).

La toti 10 pacienti ampliconul alelei 4a a avut lungimea de 393 pn, iar cel al alelei 4b — de
420 pn.
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Paralel, pentru studii de comparatie au fost efectuate cercetéri in conformitate cu cea mai

apropiata solutie.

Eficienta metodei de identificare a secventelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei
endoteliale a oxidului nitric a fost evaluata prin compararea numarului (%) de produse PCR

5 pozitive cu cea mai apropiata solutie (tab. 1).
Tabelul 1
Caracteristica comparativa a metodei conform inventiei si metodei conform celei mai
apropiate solutii

Metoda, inventia | Metoda, cea mai apropiatd solutie

PCR Master mix

Volumul final 25 pL Volumul final 50 pL

e Master Mix1' - 12,5 uL e Master Mix1? — 25 uL

e primer sens NOS3_modif s (in e primer sens NOS3 (s) (in concentratie
concentratie de 0,75 pM/uL) — 1,25 pL de 1,0 pM/puL) — 5,0 L

e  primer antisens NOS3 _modif _as (in e primer antisens NOS3 (as) (in
concentratie de 0,75 pM / puL) — 1,25 uL concentratie de 1 pM/puL) — 5,0 puL

. H20 ultrapura — 5 pL . H20 ultrapura — 5 pL

e  ADN genomic (in concentratie de 5 e  ADN genomic (in concentratie de 5
ng/ uL) -5 uL ng/ pL) — 10 pL

Regimul de amplificare

e  primul ciclu —94°C/3 min e  primul ciclu —94°C/3 min

. urmatoarele 30 cicluri — 94°C/1 min, . urmitoarele 35 cicluri — 94°C/1 min,
54°C/30s, 72°C/30 s 60°C/1 min, 72°C/1 min

e ultimul ciclu — 72°C/5 min e ultimul ciclu — 72°C/6 min

Vizualizarea produselor PCR in gel de agaroza

e identificarea alelelor s-a efectuat dupa e identificarea alelelor s-a efectuat dupa
separarea fragmentelor ADN amplificate in gel | separarea fragmentelor ADN amplificate in gel
de agaroza de 1,8%, care s-au colorat cu o | de agaroza de 2%, care s-au colorat cu o
solutie de bromura de etidiu (0,5 pg/mL) solutie de bromura de etidiu (0,5 ng/mL)

Ampliconul alelei 4a a avut lungimea de 393 pn, iar cel al alelei 4b — de 420 pn.

10 La aprecierea rezultatelor reactiei, amplificarea pozitiva s-a notat cu punctajul 1, iar cea
negativa — cu 0. Datele din tab. 2 demonstreaza cd rezultatele experimentului sunt absolut
identice, prin urmare, metoda solicitatd nu numai nu cedeaza metodei-prototip in eficienta, dar
este superioara in ceea ce priveste economia financiara i a timpului.

Tabelul 2

15 Analiza comparativa a rezultatelor amplificarii genei de codare a sintetazei

endoteliale a oxidului nitric

Nr. Rata de succes a reactiei PCR, efectuata prin Rata de succes a reactiei PCR, efectuatd
amplifi- | metoda propusa prin cea mai apropiatd metoda
carii Prezenta  produsului Absenta Prezenta produsului Absenta

PCR produsului PCR PCR produsului
PCR

I 1 0 1 0

1 1 0 1 0

1l 1 0 1 0

v 1 0 1 0

\% 1 0 1 0

VI 1 0 1 0

VII 0 1 0 1

VIII 1 0 1 0

IX 1 0 1 0

X 1 0 1 0

Total 9 1 9 1
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Exemplul 2

Pentru testarea primerilor perfectionati in raport cu primerii cunocuti conform cele mai
apropiate solutii s-a utilizat soft-ul Oligo Analyzer 3.1 si baza internationald de date genetice
GenBank.

A. Comparatia primerilor sens: NOS3 (s) 5>TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3si
NOS3_modif_s »GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3?.

Comparatia parametrilor molecular-biologici ai primerilor s-a realizat utilizand datele
genetice din baza internationalda GenBank prin metoda de analiza BLAST.

Rezultatele demonstreaza identitatea ambilor primeri de 100% cu ADN genomic uman si
acoperire de 77% (primeri omologi cu secventa de ADN depozitat in baza de date sub numarul
AL110203). Astfel, ambii primeri pot fi utilizati in reactia PCR ca primeri sens.

Comparatia parametrilor fizici ai ambilor primeri este prezentata in tab 3.

Tabelul 3
Parametrii/primerii NOS3 (s) NOS3_modif_s
Lungimea primerului, bp 25 22
Temperatura de topire 59,6°C 56,4C

Marimea coeficientului
termodinamic al structurii
stabile secundare -1,37C -0,22°C

Cantitatea de dimeri 13 12

Comparatia parametrilor primerilor releva lungimea mai scurtd a primerului NOS3 modif s
in raport cu NOS3 (s). Astfel, sinteza primerului perfectionat cu lungimea mai scurtd cu 3
nucleotide prin metoda propusd permite 0 economie financiara. Un punct de topire mai jos
comparativ cu originalul economiseste cheltuielile de energie necesara in reactie. Primerul
perfectionat are un numar mai mic de dimeri, precum si structuri secundare instabile, reducand
numarul de amplificari non-specifice in timpul PCR.

B. Comparatia primerilor antisens: NOS3 (as) 5>TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3" si
NOS3_modif_as: 5> CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?

Rezultatele demonstreaza identitatea de 100% a ambilor primeri NOS3 (as) si
NOS3_modif_as cu ADN genomic uman, ce codificd intronul 4 al genei NOS3, si acoperirea de
95...100% (primeri omologi cu secventa de ADN depozitatd in baza de date sub numarul NOS3).
Astfel, ambii primeri pot fi utilizati in reactia PCR ca primeri antisens. In plus, primerul
perfectionat are afinitate cu 5% mai mare pentru intronul 4 al genei NOS3.

Comparatia parametrilor fizici ai ambilor primeri este prezentata in tab 4.

Tabelul 4
Parametrii/primerii NOS3 (as) NOS3 modif as
Lungimea primerului, bp 20 19
Temperatura de topire 53,1C 54,0°C
Mirimea coeficientului termodinamic al structurii +1,44°C +0,8°C
stabile secundare
Cantitatea de dimeri 9 9

Comparatia parametrilor primerilor relevd dimensiunea mai mare a primerului
NOS3_modif_as in raport cu NOS3 (as). Astfel, sinteza primerului perfectionat cu lungimea mai
scurtd cu 0 nucleotida permite o economie financiard. Primerul perfectionat are structuri
secundare mai instabile, ce reduce numarul de amplificari non-specifice in PCR.

C. Modelarea PCR cu utilizarea perechilor de primeri modificati NOS3 modif s /
NOS3_modif as si primerii cunosuti NOS3 (s) / NOS3 (as).

Conform regulilor cunoscute pentru PCR, diferenta dintre temperaturile de topire a primerilor
sens-antisens trebuie sd fie minimad. Astfel, primerii modificati satisfac cel mai bine aceasta
cerintd. Perechea de primeri modificati necesitd o temperaturd de topire mai mica, economisind
costurile energetice la incélzirea amplificatorului (tab. 5).

Considerand cd dimensiunea produselor de amplificare presupuse va fi de 420 pb, in
corespundere cu regulile generale de amplificare, timpul topirii si elongérii poate fi scurtat, ceea
ce va reduce durata reactiei.
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Tabelul 5

Parametrii/primerii

NOS3 (s) / NOS3 (as)

NOS3_modif_s/
NOS3_modif_as

Diferenta dintre temperaturile
de topire a primerilor

6,5C (59,6 C - 53,1C)

2,4C (56,4C - 54,0C)

Temperatura de topire a 60°C 54°C
primerilor
Modelarea  programului  de | primul ciclu — 94°C/3 min, | primul ciclu — 94°C/3 min,

amplificare PCR

urmatoarele 35 cicluri -
94°C/1 min, 60°C/1 min,
72°C/1 min, ultimul ciclu —
72°C /6 min.

urméatoarele 30 cicluri -
94°C/1 min, 54°C/30 s,
72°C/30 s, ultimul ciclu -
72°C/5 min.

Astfel, metoda de identificare a secventelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a
oxidului nitric este mai eficienta, mai ieftina si de o duratd mai scurta.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. Capros N., Istrati V., Popescu V., Butovscaia C., Popovici I. Polimorfismul genei
sintetazei endoteliale de oxid nitric la pacientii cu sindrom coronarian acut. Anale
Stiintifice ale Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie "N.Testemitanu”. Probleme
actuale in medicina internd. Zilele Universitatii 21-23 octombrie, ed. a X-a, Chiginau, 2009,
vol. I, p. 57-62

(57) Revendicari:

Metoda de identificare a secventelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a
oxidului nitric, care constd in aceea ca se colecteaza proba integrala de sange, se extrage ADN cu
hidroxid de amoniu 0,7 M, se mentine la temperatura camerei timp de 5 min si se incubeaza intr-
un termostat la temperatura de 100°C timp de 30 min cu agitare continud, apoi ADN extras se
amplificd cu utilizarea primerilor NOS3 sens: 5-GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3" si
NOS3 antisens: 5> CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3? intr-un amestec ce contine, in uL:

solutie Master Mix 12,5
primer sens in concentratie de 0,75 pM/uL 1,25
primer antisens in concentratie de 0,75 pM/puL 1,25
ADN genomic in concentratie de 5 ng/pL 5
H,O ultrapura 5,
totodata solutia Master Mix contine, In pL:

MgCl, in concentratie de 2,0 mM 2,0
dNTP in concentratie de 0,4 mM 0,2
Taq polimerazi in concentratie de 0,05 unitati/ulL 10
H,O0 ultrapuri 9,3,

totodatd se efectueazd denaturarea initiald la temperatura de 94°C timp de 3 min, apoi se
efectueaza 30 de cicluri cu denaturarea la temperatura de 94°C timp de 1 min, la temperatura de
54°C timp de 30 s, la temperatura de 72°C timp de 30 s si la temperatura de 72°C timp de 5
min, se separa fragmentele amplificate de ADN in gel de agaroza de 1,8%, se coloreaza cu o
solutie de bromura de etidiu de 0,5 pg/mL si se identifica secventele polimorfe.
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