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(54)  Metodă de identificare a secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei 
endoteliale a oxidului nitric     

Rezumat 
(57) Rezumat: 

1                                                                                        2 
Invenţia se referă la genetica medicală 

moleculară, şi anume  la o metodă de 
identificare a secvenţelor polimorfe 4a/4b ale 
genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric.  

Esenţa metodei constă în aceea că se 
colectează proba integrală de sânge, se extrage 
ADN cu hidroxid de amoniu 0,7 M, se menţine 
la temperatura camerei timp de 5 min şi se 
incubează într-un termostat la temperatura de 
100ºC timp de 30 min cu agitare continuă, apoi 
ADN extras se  amplifică cu utilizarea 
primerilor NOS3 sens: 5?-
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3´ şi 

NOS3 antisens: 5?- 
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?, totodată se 
efectuează denaturarea iniţială la temperatura 
de 94°C timp de 3 min, apoi se efectuează 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 şi la temperatura de 72°C  timp de 5 min, 
se separă fragmentele amplificate de ADN în 
gel de agaroză  de 1,8%, se colorează cu o 
soluţie de bromură de etidiu de  0,5 µg/mL şi 
se identifică secvenţele polimorfe. 

Revendicări: 1 
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(54)  Method for identifying the polymorphic sequences 4a/4b of the nitric oxide 

endothelial synthetase gene     
 
(57) Abstract: 

1                                                                                        2 
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'-

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 g/mL 
solution of ethidium bromide and are identified 
the polymorphic sequences. 

Claims: 1 

 
 
 
(54)  Метод идентификации полиморфных последовательностей 4а/4б гена 

эндотелиальной синтетазы  оксида азота     
 
(57) Реферат: 

1                                                                                        2 
Изобретение относится к молекулярно-

медицинской генетике, a именно к методу 
идентификации полиморфных последо-
вательностей 4а/4б гена эндотелиальной 
синтетазы  оксида азота. 

Сущность метода состоит в том что 
осуществляют забор цельной крови, 
экстрагируют ДНК 0,7 M гидроксида 
аммония, выдерживают при комнатной 
температуре в течение 5 мин и инкубируют 
в термостате при температуре 100?C в 
течение 30 мин с непрерывным 
перемешиванием, затем экстрагированную 
ДНК амплифицируют с использованием  
смысловых праймеров NOS3: 5?-
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3? и 

антисмысловых NOS3: 5?- 
СCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?, при этом 
осуществляют изначальную денатурацию 
при температуре 94°C в течение 3 мин, 
затем осуществляют 30 циклов с 
денатурацией при температуре 94°C в 
течение 1 мин,  при температуре 54°C в 
течение 30 с, при температуре 72°C  в 
течение 30 с и при температуре 72°C  в 
течение 5 мин, отделяют амплифициро-
ванные фрагменты ДНК в 1,8% агарозном 
геле, окрашивают 0,5 µg/ml раствором 
бромистого этидия и идентифицируют 
полиморфные последовательности. 

П. формулы: 1 
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Descrie re

Descriere: 
Invenţia se referă la genetica medicală moleculară, şi anume la o metodă de identificare a 

secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric.  
In condiţii fiziologice oxidul de azot (NO) acţionează în calitate de mediator al mai multor 

funcţii biologice, una dintre cele mai importante fiind adaptarea sistemului vascular la 5 
necesităţile metabolice intensificate după efortul fizic. Excesul de NO în condiţii patologice 
induce vasodilatarea periferică şi sincopă, iar insuficienţa oxidului nitric a fost asociată cu astfel 
de patologii  ca hipertensiunea arterială, ateroscleroza şi cardiopatia ischemică. Este demonstrat 
că concentraţia de NO în sânge depinde de activitatea enzimei genei sintetazei endoteliale a 
oxidului nitric (eNOS), aceasta din urmă depinde de polimorfismul genetic ce o codează. 10 

Elaborarea procedeelor inofensive, şi totodată eficiente, de diagnosticare şi pronosticare  
genetică a bolilor coronariene cu identificarea polimorfismului genei sintetazei endoteliale  de 
oxid nitric (eNOS) este una dintre problemele actuale în medicina clinică modernă. 

Este cunoscut un procedeu de diagnosticare genetică a polimorfismului în intronul 4 al genei 
care codează sintetaza endotelială a NO, prin reacţia  de polimerizare în lanţ, unde ADN se 15 
extrage din sangele periferic al pacienţilor cu boli cardiovasculare. In intronul 4 al genei eNOS 
există polimorfismul 4a/4b, care conţine 4 sau 5 repetări de 27 pb (perechi de bază). Această 
substituţie facilitează potenţialul clivajului enzimei în acest site, diminuând funcţionalitatea 
genei eNOS. 

Pentru amplificarea porţiunii de ADN, ce conţine secvenţa nucleotidică polimorfă eNOS-20 
4a/4b au fost utilizaţi primerii sens (s) şi antisens (as) cu următoarele secvenţe: 

1) NOS3 (s) 5?-AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT -3? ; 
2) NOS3 (as) 5?-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3?. 
Amplificarea fragmentului ADN, ce conţine markerul polimorf minisatelit eNOS-4a/4b, s-a 

efectuat în 50 µL soluţie: Master Mix (echivalent Fermentas) (2×)  25 µL, primer sens  1 25 
pM/µL  5 µL, primer antisens  1 pM/µL  5 µL, ADN genomic  5 ng/µL  10 µL, H2O 
ultrapură  5 µL.  

Compoziţia soluţiei Master Mix este următoarea: soluţie pentru executarea PCR (reacţiei de 
polimerizare în lanţ) care conţine MgCl2  în concentraţie de 2,0 mM  4,0 L; 
dezoxinucleozidtrifosfat-5?-trifosfat (dNTP) în concentraţie de 0,4 mM  0,4 L; Taq polimerază 30 
in concentraţie de 0,05 unităţi/L  2,0 L, H2O ultrapură  18,6 L. 

PCR s-a realizat cu ajutorul termociclerului Crocodil-III (Appligene S.A., Franţa) prin 
programul automat de amplificare cu regimul următor: 

primul ciclu  94°C/3 min, următoarele 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 după separarea fragmentelor ADN 35 
amplificate în gel de agaroză de 2% şi s-au colorat cu soluţie de bromură de etidiu (0,5 µg/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 în faptul că este costisitor, totodată:  
1) implică izolarea ADN prin utilizarea unor kituri de reactivi costisitori; 2) primerii 40 

recomandaţi formează un număr mare de dimeri in procesul de amplificare; 3) lungimea 
primerilor NOS3 este mare (25 pb);  PCR se efectuează într-un volum de 50 µL de amestec, 
utilizând astfel o cantitate mare de reagenţi chimici, şi, de asemenea, de ADN izolat din sangele 
pacienţilor. Acelaşi program al metodei PCR în termociclu necesită o lungă perioadă de timp  
114 min. Pentru  vizualizarea produselor PCR se foloseşte gelul de agaroză de 2%, ceea ce, de 45 
asemenea, prezintă un consum excesiv de reactivi, care pot fi periculoşi sănătăţii investigatorilor 
în cazul lipsei echipamentelor şi techicilor speciale de protecţie. Toate acestea necesită cheltuieli  
considerabile şi contribuie  la tergivesarea analizelor şi stabilirea în termen a diagnosticului 
clinic.  

Problema pe care o rezolvă prezenta invenţie constă în majorarea eficienţei metodei de 50 
identificare a secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a oxidului nitric, 
precum şi in ieftinirea şi accelerarea ei. 

Esenţa metodei constă în aceea că se colectează proba integrală de sânge, se extrage ADN cu 
hidroxid de amoniu 0,7 M, se menţine la temperatura camerei timp de 5 min şi se incubează într-
un termostat la temperatura de 100ºC timp de 30 min cu agitare continuă, apoi ADN extras se  55 
amplifică cu utilizarea primerilor NOS3 sens: 5´-GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3´ şi 
NOS3 antisens: 5?- CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?, totodată se efectuează denaturarea iniţială 
la temperatura de 94°C timp de 3 min, apoi se efectuează 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 şi la temperatura de 72°C  timp de 5 min, se separă fragmentele amplificate 
de ADN în gel de agaroză  de 1,8%, se colorează cu o soluţie de bromură de etidiu de  0,5 µg/mL 
şi se identifică secvenţele polimorfe. 

Modificarea primerilor a fost concepută în scopul reducerii costului şi creşterii eficienţei 5 
amplificării fragmentelor ADN. Modelarea pentru modificarea primerilor a fost efectuată 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 realizată într-o etapă prin deleţia nucleotidei AG din 
capătul 5´ şi primei nucleotide T din  capătul 3': 10 

 NOS3 (s) 5?-AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT -3´ → NOS3_modif_s: 5?-
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTT-3? 

Modificarea primerului NOS3 (as) a fost realizată în 2 etape. În scopul ameliorării topirii  
nucleotida T la capătul 5' a fost înlocuită cu nucleotida C. La a doua etapă prima nucleotidă T din  
capătul 3' a fost eliminată în scopul scurtării lungimii şi reducerii costului primerului.  15 

 NOS3 (as) 5?-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3? → NOS3_modif_as: 5?- 
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3? 

Rezultatul invenţiei constă în ieftinirea metodei date prin utilizarea concentraţiilor mai mici 
ale componentelor reacţiei, precum şi în accelerarea acesteia prin reducerea ciclurilor de reacţie 
in termociclul pentru PCR, ceea ce o face mai eficientă.   20 

Exemple de realizare a invenţiei 
Exemplul 1 
Pentru efectuarea metodei propuse s-au utilizat leucocitele din sangele periferic colectat de la 

10 pacienţi cu cardiopatie ischemică. In total s-au efectuat câte 10 teste în 3 repetiţii pentru 
analiza eficienţei metodei propuse în comparaţie cu cea mai apropiată soluţie. 25 

Prelevarea sângelui venos şi separarea leucocitelor din sangele periferic s-a realizat prin 
metoda standard.  

Metoda propusă s-a realizat în felul următor: ADN-ul a fost extras din leucocitele sangelui 
integral eliberate prin fierbere cu hidroxid de amoniu (MD 3539). 

Programul separării ADN: 10 L de soluţie conţinând aproape 10 000 de leucocite s-au 30 
amestecat cu 100  L de 0,7 М de soluţie de hidroxid de amoniu în eprubete de tip Eppendorf şi 
s-au menţinut 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. Concentraţia ADN-ului 
izolat s-a verificat utilizand spectrofotometrul. 

ADN extras s-a amplificat prin metoda PCR cu utilizarea primerilor NOS3 sens (s) : 5?-35 
GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3? şi NOS3 antisens (as): 5?- 
CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3?. 

Pentru realizarea reacţiei s-au utilizat reactivi ai companiei Fermentas Inc. S-au efectuat in 
paralel 2 experimente testate conform metodei propuse şi celei mai apropiate soluţii. 

Amplificarea ADN-ului s-a efectuat intr-un volum de soluţie de 25 L. 40 
Amestecul de PCR pentru amplificare contine, µL:   
               soluţie Master Mix  12,5,  
               primer sens cu concentraţia de 0,75 pM/µL  1,25, 
               primer antisens  cu concentraţia de 0,75 pM/µL  1,25,  
               ADN genomic cu concentraţia de 5 ng/µL  5,  45 
               H2O ultrapură  5 µL; 
totodată compoziţia soluţiei Master Mix conţine, µL:   
               MgCl2 cu concentraţia de 2,0 mM  2,0,   
               dNTP cu concentraţia de 0,4 mM 0,2, 
               Taq polimerază cu concentraţia de 0,05 Unităţi/l  1,0,  50 
               H2O ultrapură  9,3.  
Reacţia PCR s-a realizat cu ajutorul termociclerului prin programul automat de amplificare 

cu regimul următor: 
primul ciclu  94°C/3 min, următoarele 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 după separarea fragmentelor ADN 55 
amplificate in gel de agaroză de 1,8% care se colorează cu o soluţie de bromură de etidiu (0,5 
µg/mL).  

La toţi 10 pacienţi 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 comparaţie au fost efectuate cercetări in conformitate cu cea mai 
apropiată soluţie. 

Eficienţa metodei de identificare a secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei 
endoteliale a oxidului nitric a fost evaluată prin compararea numărului (%) de produse PCR 
pozitive cu cea mai apropiată soluţie (tab. 1). 5 

Tabelul 1 
Caracteristica comparativă a metodei conform invenţiei şi metodei conform celei mai 

apropiate soluţii 
Metoda, invenţia  Metoda, cea mai apropiată soluţie 
PCR Master mix 
Volumul final 25 L Volumul final 50 L 
 Master Mix11  12,5 L 
 primer sens NOS3_modif_s (in 

concentraţie de 0,75 pM/L)  1,25 L 
 primer antisens NOS3_modif_as (in 

concentraţie de 0,75 pM / L)  1,25 L 
 H2O ultrapură  5 L 
 ADN genomic (în concentraţie de 5 

ng/ L)  5 L 
 

 Master Mix12  25 L 
 primer sens NOS3 (s) (in concentraţie 

de 1,0 pM/L)  5,0 L 
 primer antisens NOS3 (as) (in 

concentraţie de 1 pM/L)  5,0 L 
 H2O ultrapură  5 L 
 ADN genomic (în concentraţie de 5 

ng/ L)  10 L 
 

Regimul de amplificare 
 primul ciclu  94°C/3 min  primul ciclu  94°C/3 min 
 următoarele 30 cicluri  94°C/1 min, 

54°C/30 s, 72°C/30 s 
 următoarele 35 cicluri  94°C/1 min, 

60°C/1 min, 72°C/1 min 
 ultimul ciclu  72°C/5 min  ultimul ciclu  72°C/6 min 
Vizualizarea produselor PCR în gel de agaroză 
 identificarea alelelor s-a efectuat după 

separarea fragmentelor ADN amplificate in gel 
de agaroză de 1,8%, care s-au colorat cu o 
soluţie de bromură de etidiu (0,5 µg/mL) 

 identificarea alelelor s-a efectuat după 
separarea fragmentelor ADN amplificate in gel 
de agaroză de 2%, care s-au colorat cu o 
soluţie de bromură de etidiu (0,5 µg/mL) 

Ampliconul alelei 4a a avut lungimea de 393 pn, iar cel al alelei 4b  de 420 pn.  
 
La aprecierea rezultatelor reacţiei, amplificarea pozitivă s-a notat cu punctajul 1, iar cea 10 

negativă  cu 0. Datele din tab. 2 demonstrează că rezultatele experimentului sunt absolut 
identice, prin urmare, metoda solicitată nu numai nu cedează metodei-prototip în eficienţă, dar 
este superioară în ceea ce priveşte economia financiară şi a timpului.  

 Tabelul 2 
Analiza comparativă a rezultatelor amplificării genei de codare a sintetazei  15 

endoteliale a oxidului nitric 
Rata de succes a reacţiei PCR, efectuată prin 

metoda propusă 
Rata de succes a reacţiei PCR, efectuată 

prin cea mai apropiată metodă 
Nr. 

amplifi-
cării Prezenţa produsului 

PCR 
 Absenţa 

produsului PCR  
Prezenţa produsului 

PCR 
Absenţa 

produsului 
PCR 

I 1 0 1 0 
II 1 0 1 0 
III 1 0 1 0 
IV 1 0 1 0 
V 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 perfecţionaţi in raport cu primerii cunocuţi conform cele mai 

apropiate soluţii s-a utilizat soft-ul Oligo Analyzer 3.1 şi baza internaţională de date genetice 
GenBank.  

А. Comparaţia primerilor sens: NOS3 (s) 5?-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3´şi 5 
NOS3_modif_s ?-GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3?. 

Comparaţia parametrilor molecular-biologici ai primerilor s-a realizat utilizand datele 
genetice din baza internaţională GenBank prin metoda de analiză BLAST. 

Rezultatele demonstrează identitatea ambilor primeri de 100% cu ADN genomic uman şi 
acoperire de 77% (primeri omologi cu secvenţa de ADN depozitat in baza de date sub numărul 10 
AL110203). Astfel, ambii primeri pot fi utilizaţi in reacţia PCR ca primeri sens. 

Comparaţia parametrilor fizici ai ambilor primeri este prezentată în tab 3. 
Tabelul 3 

 
Parametrii/primerii NOS3 (s) NOS3_modif_s 
Lungimea primerului, bp 25 22 
Temperatura de topire 59,6?C 56,4?C 
Mărimea coeficientului 
termodinamic al structurii 
stabile secundare 

 
 
-1,37?C 

 
 
-0,22?C 

Cantitatea de dimeri 13 12 
 15 
Comparaţia parametrilor primerilor relevă lungimea mai scurtă a primerului NOS3_modif_s 

in raport cu NOS3 (s). Astfel, sinteza primerului perfecţionat cu lungimea mai scurtă cu 3 
nucleotide prin metoda propusă permite o economie financiară. Un punct de topire mai jos 
comparativ cu originalul economiseşte cheltuielile de energie necesară în reacţie. Primerul 
perfecţionat are un număr mai mic de dimeri, precum şi structuri secundare instabile, reducand 20 
numărul de amplificări non-specifice in timpul PCR.  

В. Comparaţia primerilor antisens: NOS3 (as) 5?-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3´ şi 
NOS3_modif_as: 5?- CCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3? 

Rezultatele demonstrează identitatea de 100% a ambilor primeri NOS3 (as) şi 
NOS3_modif_as cu ADN genomic uman, ce codifică intronul 4 al genei NOS3, şi acoperirea de 25 
95...100% (primeri omologi cu secvenţa de ADN depozitată in baza de date sub numărul NOS3). 
Astfel, ambii primeri pot fi utilizaţi in reacţia PCR ca primeri antisens. In plus, primerul 
perfecţionat are afinitate cu 5% mai mare pentru intronul 4 al genei NOS3. 

Comparaţia parametrilor fizici ai ambilor primeri este prezentată în tab 4. 
Tabelul 4 30 

 
Parametrii/primerii NOS3 (as) NOS3_modif_as 
Lungimea primerului, bp 20 19 
Temperatura de topire 53,1?C 54,0?C 
Mărimea coeficientului termodinamic al structurii 
stabile secundare 

+1,44?C +0,8?C 

Cantitatea de dimeri 9 9 
 
Comparaţia parametrilor primerilor relevă dimensiunea mai mare a primerului 

NOS3_modif_as in raport cu NOS3 (as). Astfel, sinteza primerului perfecţionat cu lungimea mai 
scurtă cu o nucleotidă permite o economie financiară. Primerul perfecţionat are structuri 35 
secundare mai instabile, ce reduce numărul de amplificări non-specifice in PCR. 

С. Modelarea PCR cu utilizarea perechilor de primeri modificaţi NOS3_modif_s / 
NOS3_modif_as şi primerii cunosuţi NOS3 (s) / NOS3 (as). 

Conform regulilor cunoscute pentru PCR, diferenţa dintre temperaturile de topire a primerilor 
sens-antisens trebuie să fie minimă. Astfel, primerii modificaţi satisfac cel mai bine această 40 
cerinţă. Perechea de primeri modificaţi necesită o temperatură de topire mai mică, economisind 
costurile energetice la încălzirea amplificatorului (tab. 5). 

Considerând că dimensiunea produselor de amplificare presupuse va fi de 420 pb, în 
corespundere cu regulile generale de amplificare, timpul topirii şi elongării poate fi scurtat, ceea 
ce va reduce durata reacţiei.  45 
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Tabelul 5 
 

Parametrii/primerii NOS3 (s) / NOS3 (as) NOS3_modif_s/ 
NOS3_modif_as 

Diferenţa dintre temperaturile 
de topire a primerilor 

6,5?C (59,6?C - 53,1?C) 2,4?C (56,4?C - 54,0?C) 

Temperatura de topire a 
primerilor  

60°C 54°C 

Modelarea programului de 
amplificare PCR 

primul ciclu  94°C/3 min, 
următoarele 35 cicluri  
94°C/1 min, 60°C/1 min, 
72°C/1 min, ultimul ciclu  
72°C / 6 min. 

primul ciclu  94°C/3 min, 
următoarele 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 secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a 
oxidului nitric este mai eficientă, mai ieftină şi de o durată mai scurtă.  5 
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vol. III, p. 57-62 
Revendic ări 

 (57) Revendicări:  

Metodă de identificare a secvenţelor polimorfe 4a/4b ale genei sintetazei endoteliale a 
oxidului nitric, care constă în aceea că se colectează proba integrală de sânge, se extrage ADN cu 
hidroxid de amoniu 0,7 M, se menţine la temperatura camerei timp de 5 min şi se incubează într-
un termostat la temperatura de 100ºC timp de 30 min cu agitare continuă, apoi ADN extras se 
amplifică cu utilizarea primerilor NOS3 sens: 5´-GCCCTATGGTAGTAGTGCCTTT-3´ şi 
NOS3 antisens: 5?- СCTCTTAGTGCTGTGGTCA-3? intr-un amestec ce conţine, în µL:  

soluţie Master Mix                12,5 
primer sens in concentraţie de 0,75 pM/µL                1,25 
primer antisens  in concentraţie de 0,75 pM/µL                1,25 
ADN genomic in concentraţie de 5 ng/µL                5 
H2O ultrapură                5, 
totodată soluţia Master Mix conţine, în µL:   
MgCl2 in concentraţie de 2,0 mM                2,0 
dNTP în concentraţie de 0,4 mM                0,2 
Taq polimerază in concentraţie de 0,05 unităţi/L                1,0 
H2O ultrapură                9,3, 

totodată se efectuează denaturarea iniţială la temperatura de 94°C timp de 3 min, apoi se 
efectuează 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 şi la temperatura de 72°C  timp de 5 
min, se separă fragmentele amplificate de ADN în gel de agaroză  de 1,8%, se colorează cu o 
soluţie de bromură de etidiu de  0,5 µg/mL şi se identifică secvenţele polimorfe.  
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