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Biologie Celulara si

Moleculara

Tehnici de detectie a mutatiilor.

Modul Biologie celulara: 

Notiuni microscopie

Evaluare organite celulare;

Culturi de celule; 

Modul Biologie moleculara: 

Izolarea ADN şi ARN; 

Amplificarea ADN/ARN

Electroforeza

Tehnici de detectare a mutaţiilor:

ASO. 

RFLP. 

DGGE. 

Real-Time PCR. 

Secvenţiere. 

ADN şi ARN non-self.



Craiova,

3-5 septembrie 2017
UMFCV. BCM

Mutatia

Clasificare:

1. mutatii genomice

2. mutatii cromozomiale

3. mutatii geniceorice modificare in secventa sau
aranjarea nucleotidelordin ADN 
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Mutatia

Clasificare:

1. mutatii genomice

2. mutatii cromozomiale

3. mutatii genice

substitutii nucleotidice: tranzitii si transversii

deletii

insertii

orice modificare in secventa sau
aranjarea nucleotidelordin ADN 
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Clasificare:

1. mutatii genomice

2. mutatii cromozomiale

3. mutatii geniceorice modificare in secventa sau
aranjarea nucleotidelordin ADN 
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Tehnicide detectie a 

mutatiilor • ASO

• RFLP

• REAL TIME PCR
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Tehnicide detectie a 

mutatiilor

ASO

RFLP (var. moderna)

REAL TIME PCR
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor - monitorizare in timp real a reactiei de polimerizare in 

lant;

- necesita prezenta unui reporter fluorescent care se 

leaga de produsul format ;

- “reporter “-ul genereaza un semnal fluorescent care 

reflecta cantitatea produsului format.

ASO

RFLP

REAL TIME PCR
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor

- PCR

ASO

RFLP

REAL TIME PCR

Etapa

Activarea 
AmpliTaqGold, 

UP
PCR

Ciclul (50 de cicluri)

Denaturare
Ataşare/

Extindere

Durata 10 min 15 sec 90 sec

Temperatura 95oC 92oC 60oC
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REAL TIME PCR
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor

- Componentele PCR

- TaqMan® Universal Master Mix:
1. ADN polimeraza AmpliTaq Gold, UP (Ultra Pure);

2. deoxiribonucleotid trifosfaţi (dNTPs);

3. componente tampon optimizate pentru sensibilitate, precizie, specificitate 
şi duplicitate.

- TaqMan® SNP Genotyping Assays:
1. primeri sens şi antisens specifici pentru amplificarea secvenţei de 

interes;

2. două sonde TaqMan® MGB; fiecare sondă este alcătuită din:

un colorant reporter legat la capătul 5’ al sondei: 

- colorantul VIC® care detectează secvenţa alelei 1;

- colorantul 6FAM™ care detectează secvenţa alelei 2;

- un ligand la scobitura mică a ADN (MGB – minor groove
binder), care creşte temperatura de topire (Tm) fără a creşte
lungimea sondei;

- un colorant non-fluorescent de anihilare a reporterului 
(nonfluorescent quencher) localizat la capătul 3’ al sondei. 

ASO

RFLP

REAL TIME PCR
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor

- Interpretare PCR

- Prezenţa semnalelor ambelor sonde într-o reacţie permite 

genotiparea celor două variante alelice într-o secvenţă ţintă de 

ADN. Astfel se determină prezenţa sau absenţa SNP-urilor pe 

baza schimbării fluorescenţei coloranţilor asociaţi sondelor. 

ASO

RFLP

REAL TIME PCR
Fluorescenţa Rezultat

Numai fluorescenţa colorantului VIC Homozigozitate pentru alela 1

Numai fluorescenţa colorantului 6FAM Homozigozitate pentru alela 2

Semnale fluorescente pentru ambii 

coloranţi

Heterozigozitate pt alelele 1 şi 2
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor

- Interpretare PCR

ASO

RFLP

REAL TIME PCR
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Tehnici de detectie a 

mutatiilor

- Interpretare PCR – exemplu

- rs41423247 polymorphism (a G/C transversion substitution)

- G – FAM

- C – VIC 

- depresie vs fara depresie

- Context Sequence [VIC/FAM]: 

TCCTCATCCAACAGCTCTTCTATCA[C/T]GTGTTCGAAAGT

GTCAGCCAATGAT

ASO

RFLP

REAL TIME PCR
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DISCUȚII


