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TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULARA UTILIZATE iN DIAGNOSTICUL
MOLECULAR MEDICAL VETERINAR

Cu ajutorul tehnicilor de biologie moleculara se pot determina:
* boli cu determinism genetic datorate

- mutatiilor punctiforme care pot fi:
» tranzitii la nivelul purinelor cand A —G sau invers

> tranzitii la nivelul pirimidinelor cand C—T sau invers
» transversii care sunt substitutii intre purine si pirimidine A—T sau G—C

» Daca intr-o populatie frecventa mutatiei punctiforme este de 1% atunci devine un
SNP(single nucleotide polimorphism).
> insertii: inserarea uneia sau a mai multor noi perechi de baze

» deletii: disparitia uneia sau a mai multor perechi de baze

- mutatii frame shift (se modifica cadrul de citire al secventei in procesul de translatie) care
au loc in timpul replicarii prin fenomenul de slippage (alunecare) si pot fi:

* predispozitie genetica la anumite boli (ex.Scrapie)
* boli virale, bacteriene si parazitare

« teste de paternitate-pedigree.
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Tehnica Polymerase Chain Reaction (PCR)

Realizeaza copii multiple ale unei secvente ADN specifice prin replicari succesive avand la baza
proprietate ADN polimerazelor de a sintetiza in directia 5’-3’ o secventa de nucleotide
complementara cu secventa ADN tinta (matrita) pornind de la un primer cu capat 3'-OH liber.
Astfel, numarul de copii ale secventei tinta este dublat la fiecare replicare (ciclu), acesta
crescand deci exponential odata cu fiecare ciclu de amplificare.

Succesul realizarii practice a unei reactii PCR consta in alegerea unor primeri sintetici (molecule
monocatenare, scurte de ADN, desemnati artificial pe baza de complementaritate cu secventa
ADN ce urmeaza a fi amplificata), capabili sa hibridizeze la capetele secventei ADN tinta si in
optimizarea conditiilor de reactie

Permite cercetatorilor sa “tinteasca” gene sau secvente ADN specifice din structura unui genom
complex.

ETAPELE PCR

1. Denaturarea termica a macromoleculei dublucatenare ADN matrita: temperatura
amestecului de reactie, care contine ADN matrita, este ridicata pana la 95°C, ducand la
ruperea puntilor de hidrogen stabilite pe baza de complementaritate intre cele doua catene
iar Tn solutie vom regasi ADN monocatenar.

2. Hibridizarea (anelarea) primerilor pe baza de complementaritate la matrita ADN:
hibridizarea primerilor se efectueaza prin scaderea temperaturii amestecului de reactie pana
la o valoare care permite refacerea puntilor de hidrogen dintre acestia si catena ADN matrita
in regiunea complementara
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* Primii produsi rezultati prin copierea catenelor originale au o lungime diferita fata de secventa
tintita (ciclul 1 si 2). In al treilea ciclu de amplificare fragmentele obtinute au o lungime definit,
corespunzatoare distantei dintre primeri.
 Numarul de copii al secventei tinta creste exponential incepand cu ciclul 4. In final in amestecul
de reactie se obtin (2" -Z) * Y copii ale secventei de interes ( n-nr de cicluri de amplificare, Z-nr

produsii cu lungime nedefinita si Y-nr de copii al secventei originale).

* Dupa un numair finit de cicluri de amplificare (35-40) reactia PCR intra intr-o faza de platou

deoarece:

-cantitatea de polimeraza activa se
diminueaza datorita denaturarii termice
si valoarea activitatii enzimatice totale
scade.

- are loc rehibridarea catenelor matrita
cu o viteza mai mare atunci cand
concentratia ampliconilor depaseste o
anumita valoare ce va duce la
scaderea eficientei de hibridizare a
primerilor.

- are loc scadere concentratiei de
dNTP si a eficientei tamponului de
reactie.

dth cyvele

-:::

wanted gene

Ist cyele
template DN A <_-..':':
T
2 copics 4copies B copies 16 copies

Exponential amplification

{Andy Vierstraete 200173

---- - 350h cyele

35
2 =3 hillion copie
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Componentele reactiei PCR

Rezultatul reactiei PCR este dependent de determinarea experimentala a concentratiei optime a
componentelor amestecului de reactie.

1. Matrita ADN poate fi: ADN genomic, mitocondrial, viral, ADNc (caz particular ARN total — RT-
PCR).

2. Tamponul de reactie: furnizeaza pH optim al polimerazei utilizate si concentratia optima a
ionilor Mg?*, acivatorii ADN polimerazei (cantitatile insuficiente de Mg?* duc la amplificari slabe,
iar cantitatile crescute conduc la cumularea de produsi de amplificare nespecifici). Cel mai comun
tampon (pH 8,3) folosit contine: Tris-HCI KCI si gelatina.

3. dNTP: sunt livrate fie sub forma a patru solutii stoc individuale, fie sub forma unui amestec al
celor patru nucleotide. Solutiile sunt ajustate la o valoare optima de pH. Concentratia optima de
dNTP depinde de: concentratia de MgCl,, conc. primerilor, lungimea fragmentului ce urmeaza sa
fie amplificat si numarul de cicluri de reactie.

4. ADN polimeraza: initial s-a folosit fragmentul Klenow al ADN polimerazei din E. Coli. Ulterior
au fost descoperite si utilizate ADN polimeraze termostabile ca:

-Tag/Amplitag ADN polimeraza — izolata din Thermus aquaticus. Viteza optima de polimerizare
este de 35-100 nucleotide/s la 70-80°C. Enzimele au o activitate 5’-3’ exonucleazica care permite
inlaturarea nucleotidelor situate in fata lantului de crestere.

- AmpliTaq polimeraza are aceleasi proprietati cu Taq polimeraza dar este produsa in E. Coli prin
recombinare genetica. Reproductibilitatea si puritatea acesteia este mult mai mare decat a Taq
polimerazei simple.
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5. Apa ultrapura: se utilizeaza exclusiv apa ultrapurificata, nuclease-free, livrata de firme
specializate.

6. Primerii: in desemnarea primerilor trebuie respectate cateva reguli generale:

»- lungimea primerilor trebuie sa fie cuprinsa intre 20 si 35 de nucleotide, acest lucru permitand
selectarea unei temperaturi de hibridizare ridicate.

»- primerii trebuie sa contina un numar aproximativ egal din cele patru baze azotate, evitandu-se
pe céat posibil regiunile cu repetitii de nucleotide (evitare structuri hairpin).

»- perechile de primeri trebuie alese astfel incat sa nu prezinte complementaritate la nivel intra- si
interindividual (evitarea dimerlor de primeri).

»- distanta dintre doi primeri la nivelul matritei trebuie sa fie mai mica de 5-10 kpb, dar s-a observat
o eficienta foarte scazuta a reactiei in cazul in care lungimea produsului de amplificare depaseste 3
kpb.

»- determinarea cu exactitate a temperaturii optime de hibridizare (annelare) prin realizarea unei
reactii PCR in gradient de temperatura.
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Parametrii de timp si de temperatura ai reactiei PCR

La ora actuala se folosesc aparate de PCR total automatizate, in care etapele de
temperatura se parcurg automat.

- In prima etapa are loc denaturarea matritei ADaN prin ridicarea rapida a temperaturii la
95°C pentru o perioada de timp suficienta pentru separarea totala a dublei catene (5-10
min in etapa initiala de denaturare si 30-60s la inceputul fiecarui ciclu).

« In cea de-a doua etapa are loc hibridizarea primerilor iar temperatura scade rapid de la
95°C la o valoare determinata practic, prin PCR in gradient de temperatura. in general
temperaturile de hibridizare variaza intre 50 si 64°C timp de 30-60s. O temperatura de
anelare scazuta conduce la hibridizari nespecifice si la obtinerea unor produsi
nespecifici de amplificare iar o temperatura crescuta poate anula procesul. Temperatura
depinde exclusiv de secventa si de lungimea primerilor.

» Etapa a treia, de extensie, se realizeaza la 70-72°C, care reprezinta temperatura
optima de activitate a ADN polimerazelor termostabile. Timpul lasat pentru aceasta
etapa variaza in functie de lungimea fragmentului care trebuie amplificat (30-60s).

In practica este prezenta si o etapa finald de elongare la 72°C, in care are loc extensia
totala a tuturor ampliconilor acumulati (5-10 min).
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APLICATII ALE TEHNICII PCR

- Detectarea infectiilor parazitare, bacteriene i virale

* baza pentru tehnica PCR-RFLP prin care se detecteaza
mutatii punctiforme si SNPs

* baza pentru tehnica de secventiere prin care se pot detecta
mutatii punctiforme si SNPs

» baza pentru genotipare sau analiza fragmentelor marcate
fluorescent prin care se realizeaza teste de paternitate si
detectarea deletilor si insertilor
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TEHNICA POLIMORFISMULUI FRAGMENTELOR DE RESTRICTIE

(RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
» Principiul se bazeaza pe compararea profilelor de restrictie rezultate in urma digestiei

unor produsi PCR obtinuti prin amplificarea unei secvente tinta din ADN a unor indivizi
diferiti de la nivelul aceluias locus cu aceeasi pereche de primeri cu anumite enzime de
restrictie.

» Posibilele mutatii care apar la nivelul secventei ADN datorate deletiilor sau insertiilor,
substitutiilor sau rearanjamentelor situate exact la nivelul secventelor palindromice care
sunt recunoscute drept situsuri de restrictie pot determina pierderea, aparitia sau
relocalizarea acestorasi ca atare vor furniza fragmente de restrictie de dimensiuni
diferite.

> Initial, pentru o anumita zona din ADN, se identifica posibilele situsuri de restrictie.
Ulterior se verifica daca mutatiile pe care dorim sa le identificam afecteaza un astfel de
situs. Apoi se va trece la realizarea reactiei PCR prin care se va amplifica fragmentul de
interes cu primeri specifici desemnati. In final, ampliconul rezultat in reactia PCR va fi
supus actiunii enzimelor de restrictie, iar fragmentele rezultate vor fi analizate prin
electroforeza.

> RFLP este o metoda relativ ieftina si se realizeaza intr-un timp relativ scurt cand
reactiile sunt optimizate.
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RFLPeste folosita atat pentru identificarea de mutatii responsabile de anumite

maladii, cat si pentru a pune in evidenta diferentele care pot aparea intre indivizii

aceleiasi familii, rase, specie, putand fi utilizata in diferentierea unor alele
responsabile de caracterele morfo-productive ale raselor de animale domestice
fiind utile in selectionarea indivizilor valorosi asistata de markeri moleculari cat

si in criminalistica.

Mutatiile identificate prin RFLP trebuie confirmate prin secventiere
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TEHNICA DE SECVENTIERE A ADN
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» Secventierea este folosita pentru determinarea ordinii nucleotidelor intr-o molecula de ADN.
 Tehnica de secventiere folosita pe scara larga la ora actuala are la baza metoda originala
dezvolatata de Sanger si colaboratorii sai (1977) numita Dye-Terminator care utilizeaza 2°,3’-
dideoxinucleotide ddNTP marcate fluorescent si ANTP corespunzatoare celor patru baze
azotate intr-un raport bine stabilit.

» Metoda dideoxy sau enzimatica, utilizeaza ADN polimeraza si un primer sens sau antisens
pentru a sintetiza o copie complementara monocatenara a unei catene din matrita de ADN, in
prezenta unui amestec de nucleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) si dideoxinucleotide
marcate fluorescent (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) cu rolul de a stopa reactia. in
momentul incorporarii unei dideoxi-nucleotide in catena ADN nou sintetizata polimeraza este
nevoita sa-si stopeze activitatea si deci elongarea lantului ADN. in final se obtine un amestec
de fragmente de dimensiuni diferite care prezinta la capatul 5 primerul si la capatul 3° o
molecula dANTP.
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* Produsii de elongare monocatenari obtinuti au diferite dimensiuni si sunt marcati fluorescent cu un
anumit fluorocrom la capatul 3" in functie de dideoxinucleotida cu care se termina. Astfel produsii
fluorescenti pot fi separati in functie de numarul de perechi de baze prin electroforeza capilara
automatizata, si detectati prin achizitia semnalului fluorescent de emisie (Analizor genetic automat,
ABI Prism 310, ABI Prism 3130). Ulterior datele sunt prelucrate automat cu ajutorul programului
,ABI Prism DNA Sequencing Analysis V 3.4.1” si astfel se reconstituie secventa care a fost supusa

secventializariil
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Etapele tehnicii de secventiere prin metoda dye-terminator

. Extractia ADN din proba biologica

1.1.determinarea puritatii (A260nm/A280nm)

1.2. determinarea concentratiei ADN (1 A260nm=50yADNdc/ml)

. Amplificarea secventei ADN tinta folosind primeri specifici nemarcati fluorescent prin
reactie PCR clasic. Fragmentul amplificat trebuie sa aiba maxim 1500 pb si pentru
o amplificare corecta trebuie optimizata temperatura de anelare (Ta)

2.1. evidentierea gsi determinarea numarului de pb a produsului PCR obtinut prin
electroforeza in gel de agaroza
2.2. purificarea ampliconilor (depinde de calitatea produsului PCR obtinut, adica de
optimizarea reactiei PCR)

2.2.1. Purificarea d|n gel de agaroza: - elimina produsii nespecifici de amplificare;

- necesita eliminarea agarozei;
- se obtin cantitati foarte mici de ADN;
- lumina UV poate afecta produsul ADN.

2.2.2. Purificarea folosind colonite (gelfiltrare: kit Qiagen; ultrafiltrarea — centricoane
Millipore; legarea ADN la substrat — kit Promega).-

- rapida si reproductibila;
- costisitoare;
- nu elimina produsii PCR nespecifici mai mari de 100 pb.
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2.2.3. Purificare enzimatica — foloseste exonucleaza | sau fosfataza alcalina
pentru degradarea ADN monocatenar si pentru defosforilarea dNTP.

- rapida, usoara, reproductibila, pretabila la automatizare.

- nu elimina produsii PCR nespecifici mai mari de 100 pb si dimerii primerilor.
2.2.4. Secventierea directa (fara purificare).

- necesita o foarte buna optimizare a reactiei PCR.
2.3. determinarea concentratiei ampliconului purificat
3. Realizarea reactiei de amplificare pentru secventiere (BigDye ® Terminator Kit). In
vederea obtinerii colectiei de fragmente monocatenare marcate fluorescent cu
dimensiuni de: 1pb, 2pb....., n pb (unde n este numarul de perechi de baze al
fragmentului obtinut prin PCR normal) este foarte important raportul ANTP/ddNTP

Componente Volum (pul) Cantitati

Ready Reaction Premix 2,5X 8 ul
(amestec de nucleotide si dideoxi-nucleotide
marcate fluorescent)

Proba ADN purificat X 1-20 ng (in functie de marimea
fragmentului)
Tampon BigDye Sx 4 nul
Primer sens sau antisens y 3,2 pmol
Apa deionizata pand la un volum final de

20 ul
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Etape Temperatura Durata Numar cicluri
Etapa initiala 96°C 1 minute 1
Aparat PCR Denaturare 96 °C 10 secunde
Hibridizare 50°C 5 secunde 25
Elongare 60°C 4 minut
Etapa finala 4°C oo

4. Purificarea produsilor PCR monocatenari fluorescenti in vederea indepartarii sarurilor si a
nucleotidelor trifosfat neincorporate (ddNTP fluorescente si dNTP) care interfera cu
electroforeza capilara. Purificarea se poate realiza prin precipitarea cu acetat de sodiu/etanol
sau cu ajutorul kitului BigDye XTerminator® Purification Kit (Applied Biosystems). Daca
purificarea s-a realizat prin precipitare, acesta trebuie uscat si reluat in aproximativ 15ul
formaldehida. In vederea evitarii formarii de duplexuri ADN intre produsii PCR monocatenari,
probele sunt denaturate in prezenta formaldehidei prin incalzire 3 minute, la 950C si racire
brusca pe gheata 5 minute. In cazul folosirii kitului se trece direct la etapa urmatoare

5. Analiza produsilor PCR monocatenari fluorescenti prin electroforeza capilara (secventierea
fragmentului ADN de interes)

Produsii purificati prin una dintre metodele prezentate mai sus se introduc in analizatorul
genetic automat ABI Prism 3130 unde se realizeaza o electroforeza capilara. Profilele
rezultate in urma citirii cu ajutorul unei surse laser sunt prelucrate cu ajutorul programului
Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems).



ANALIZA DE FRAGMENTE MARCATE FLUORESCENT
TEHNICA GENOTIPARII

Determinarea marimii {(pb) a fragmentelor
ADN marcate fluorescent
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APLICATII ALE TEHNICII DE GENOTIPARE

> identificarea deletiilor si insertiilor (boli cu determinism genetic)

» ADN forensic (medicina legala) sau amprentare genetica prin efectuarea profilului
genetic al unui individ

> teste de paternitate si de filiatie
» diagnostic molecular (diagnostic incipient al cancerelor)

» diversitate genetica si filogenie moleculara

Tesele de filiatie, amprentarea genetica, studiul diversitatii genetice ale speciilor si
filogenia moleculara s-au putut dezvolta datorita descoperirii unor secvente ADN din
genom inalt repetitive denumite microsateliti.

Microsateliti sunt secvente scurte repetate in tandem de 1—- 10 pb care contin motive
mono, di, tri si tetranucleotidice de tipul: (A)n(T)n sau (C)n(G)n, (CAN(GT)n sau
(GAN(CT)n, (CTG)n si (ACTC)n.

Principala trasatura a microsatelitiilor o reprezinta polimorfismul lor crescut care consta
nu in secventa bazelor din care sunt compusi ci de cate ori se repeta in tandem la un
anumit locus pe cromozom.
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Polimorfismul microsatelitilor si aparitia insertiilor/deletiilor se poate datora unei
imperecheri necorespunzatoare intre cromozomii omologi urmata de un crossing-over

ineaal orecum si fenomenelor de alunecare (slippage) din timpul replicarii.
15 CA repeats originally
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Identificarea mutatiilor de tipul insertiilor si deletiilor

* in vederea determinarii unei insertii/deletii la un anumit locus pe cromozom
trebuie sa se cunoasca secventa fragmentului de ADN susceptibil la mutatii

* pe baza secventei fragmentului de interes se desemneaza primeri specifici
Pentru a putea fi detectat in urma electroforezei capilare cu detectie in
fluorescenta, unul dintre primeri trebuie sa fie marcat fluorescent la un capat.
Astfel, in urma unui PCR clasic se va amplifica fragmentul dorit care va fi
fluorescent.

* Pentru a determina nr de pb a fragmentului tinta, o data cu proba se va migra un
standard de pb a carui colectie de fragmente ADN sunt marcate cu un fluorocrom
diferit (LIZ/Rox), permitand estimarea cu o inalta precizie a marimii fragmentului
amplificat (sesizeaza diferente de 1pb).

« Ampliconii fluorescenti separati prin electroforeza capilara sunt analizati cu
ajutorul unui soft care pe baza standardului de pb si a timpilor de migrare
derermina nr de pb a acestora.
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Grenerarea fragmentelor AN marcate fluorescent prin PCR. clasic

utilizdnd un primer marcat fluorescent la capatul 5°

=
I 1 Pruaner marcat fluorescent la cagpatul 5
Tl atrits A ToOT [ ] primer netrnatrcat
AL8TE, A2TE, ASTE g1 AT TR
PR TAg=+
DAmphTang AT Pohitnera=a
{:}K
FProdus POFE marcat flucrescent
L L T e B L D
00 150 200 250 200 250 <H0

CSR20 16...18-02 f=a 6 F=d

200
GO0
4000
L l Z00
52 .00 [Foooo] [za5.61] [Foooo] [Z40.00]
(150 00]

Standard intern de perechi de baze a carui colectie de fragmente este marcata cu Rox
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Analiza multiplex
a microsatelitilor | | | |

o o T s TS ——

* in vederea realizarii testului de paternitatef/filiatie, microsatelitii trebuie sa fie diferiti gi
in numar cat mai mare (9-30) sa prezinte un grad inalt de polimorfism, sa prezinte un
nivel mutational scazut, sa fie ugor de marcat gi sa poata fi amplificati intr-o singura
reactie PCR multiplex.

 se desemneaza primeri specifici $i determina conditile optime pentru un PCR
multiplex, astfel incat microsatelitii sa poata fi amplificati intr-o singura reactie;

 daca domeniile in care variaza dimensiunea (pb) microsatelitilor nu se suprapun,
atunci primerii cu ajutorul carora sunt amplificati pot fi marcati cu acelagi fluorocrom
(doar primerul 5’ din cadrul unei perechi de primeri este marcat);

« daca domeniile in care variaza dimensiunea (pb) microsatelitilor se suprapun, atunci
primerii cu ajutorul carora sunt amplificati vor fi marcati cu fluorocromi diferiti;
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« dupa realizarea reactie PCR multiplex utilizand ADN genomic, fragmentele obtinute
marcate fluorescent sunt supuse unei electroforeze capilare cu detectie in fluorescenta
(principala problema pe care o pune aceasta tehnica este selectarea mai multor
perechi de primeri care sa aiba aproximativ aceeasi temperatura de hibridizare, care
sa nu formeze dimeri sau structuri secundare si care sa asigure amplificari eficiente ).

« estimarea cu o inalta precizie a marimii fragmentelor fluorescente amplificate se
realizeaza prin migrarea concomitenta a probelor cu standard de pb marcat la randul
sau cu un fluorocrom diferit fata de cei utilizati la marcarea microsatelitilor.

« marcarea microsatelitilor si a standardului de masa moleculara cu coloranti
fluorescenti diferiti permite practic vizualizarea acestora in cadrul aceleiasi migrari.

* rezultatele sunt prelucrate cu ajutorul unor programe ca GeneScan Analysis si
Genotyper (AppliedBiosystems) cand sunt aliniate fragmentele in functie de marimea
lor (pb) prin comparare cu standardul de pb facandu-se o corespondenta cu timpul de

migrare. SR SIS S —

— - ———r—r I
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* polimorfismul microsatelitilor reflecta mostenirea genetica si permite detectarea
diferentelor intre indivizi.

 numarul de alele prezente pe un anumit locus depinde de homo- sau
heterozigotia individului la nivelul locilor analizati. Astfel, la indivizii homozigoti
care prezinta o singura alela pe un anumit locus pe electroforegrama o sa apara
un singur semnal. Indivizii heterozigoti prezinta doua alele diferite pe un anumit
locus, deci pe electroforegrama vor aparea douad semnale. A

* pentru a realiza interpretarea corecta a testelor de filiatie se desemneaza initial
alelele produsilor. Acestea trebuie sa fie mostenite, cate una de la fiecare genitor
in parte. Daca nu exista nici o nepotrivire la nivelul tuturor locilor analizati putem
afirma ca produsul apartine cu o probabilitate de peste 99,999% acelui cuplu de
genitori. In practicd se intalnesc si cazuri de excludere, in care produsul nu
apartine unuia sau ambilor parinti. In astfel de cazuri el nu va avea alelele
comune cu genitorii. Pentru a avea un caz de excludere, la analiza alelelor,
trebuie sa intalnim cel putin doua nepotriviri intre genitori si produs. Daca exista o
singura excludere nu putem afirma cu siguranta ca produsul nu apartine acelui
cuplu pentru ca aceasta poate fi rezultatul unei mutatii.



Fe

ondul Social

UNIUNEA EUROPEAMNA
§i PROTE

Tipuri de fluorocromi utilizati

Dye
5-FAM™
6-FAM™

JOE™
VIC®

HEX™
NED™
TAMRA/TAMRA™
PET:
ROX™
Lize

Fi Europaan
POSDRU 2007-2913

494
494
528
538
535
946
560
558
587
638

Max A (nm) Max E (nm)

530
522
554
554

Rel. Intensity

100
100
100
100
50
40
25
25
12
50
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Etapele tehnicii de genotipare

1. Extractia si purificarea ADN genomic

- probe de séange, tesut sau material seminal;

- se pot folosi kituri sau metoda clasica de extractie;

- concentratia si puritatea ADN este verificata spectrofotometric
- integritatea ADN se stabilegte electroforetic.

2. Amplificarea fragmentelor ADN - PCR multiplex

- cantitatea ADN necesara reactiei de amplificare, cat si protocolul PCR variaza in
functie de tipul aplicatiei si sunt stabilite prin PCR in gradient de temperatura

- se folosesc primeri sens marcati fluorescent.
3. Denaturare probelor si analiza ampliconilor prin electroforeza capilara cu

ajutorul analizorului genetic automat

-ampliconii marcati fluorescent sunt amestecati cu standardul de pb marcat la randul sau
cu un fluorocrom si cu formamida deionizata;

- amestecul este supus unei denaturari termice la 95°C, 2 minute fiind apoi racit brusc
pe gheata;

-probele se incarca in analizatorul genetic.

4. Prelucrarea datelor
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DETERMINISMUL GENETIC AL UNOR MALADII LA BOVINE

» Cele mai cunoscute maladii la bovine cu determinism genetic sunt:

-BLAD (deficienta de adeziune leucocitara la bovine)

-DUMPS (deficienta in uridin monofosfat sintaza)

-citrulinemia bovina

-CVM (malformatia vertebrala complexa)
 Datorita implicarii animalelor de prasila in tot mai multe programe de inseminare
artificiala, riscul raspandirii maladiilor ereditare recesive este foarte mare.
« Utilizarea de noi tehnici moleculare faciliteaza noi si rapide progresii in biotehnologia
animala.
» Maladiile genetice pot determina anomalii atat fizice cat si fiziologice, cu un impact
negativ asupra vitalitatii. In cazul animalelor, un important efect al unei maladii este
scaderea sau pierderea unei calitati.
» Maladiile genetice care afecteaza animalele reprezinta principala problema a
crescatorilor de animale, iar incidenta acestora este monitorizatad de multi ani. in SUA
Asociatia Holstein a initiat in 1957 un program de identificare a purtatorilor si, de atunci,
s-a inregistrat fiecare animal, permitindu-se astfel identificarea fiecarui animal purtator al
unei anomalii fiziologice, al unui defect biochimic sau a unei deficiente enzimatice. Pana
in acest moment exista inregistrari pentru acondroplazie, sindactilism, deficienta de
adeziune leucocitara bovina, citrulinemia bovina, malformatia vertebrala complexa,
gestatie prelungita, deficienta in uridin monofosfat sintaza si porfiria congenitala.
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In majoritatea cazurilor, cauza maladiilor genetice in cazul animalelor este
reprezentata de mutatii la nivelul unor gene autozomale

. Manifestarea unei mutatii recesive implica prezenta a doua gene recesive mutante in
genotipul animalului afectat. Raspandirea acestor maladii poate fi atent monitorizata prin
limitarea imperecherilor naturale si marirea numarului de masculi de elita utilizati in
programe de inseminare artificiala.

MALADIA BLAD (deficienta de adeziune leucocitara)

 taurul responsabil de raspadirea acestei maladii la rasa Holstein a fost Carlin-M
lvanhoe Bell. Acesta a avut peste 79 000 de fiice, inregistrate oficial in sistemul USDA si
peste 1200 de fii cu fiicele sale. Acelasi taur Bell a fost purtator si al CVM (malformatia
vertebrala complexa).

* gena mutanta a fost mostenita de Bell de la bunic, Osborndale lvanhoe, prin tatal sau
Pennstate Ilvanhoe Star. S-a determinat ca si Pennstate lvanhoe Star era heterozigot
pentru CVM, maladie mostenita probabil de la mama. Astfel, jumatate dintre urmasii lui
Bell erau heterozigoti pentru BLAD si jumatate dintre ei pentru CVM. Aceste maladii au
fost evidentiate cand urmasii masculi ai lui Bell au fost imperecheati cu urmage femele,
tot ale lui Bell.
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* BLAD este o boala autozomala recesiva congenitala
* e caracterizata prin - infectii recurente bacteriene (pneumonii)

- intarzierea vindecarii

- crestere neregulata

- asociata cu neutrofie

- ulcere severe la nivelul mucoaselor

- paradontoza si pierderea dintilor

- diaree recurenta sau cronica

- mor la varste tinere datorita complicatiilor.
« Baza moleculara a BLAD o reprezinta o mutatie punctiforma o tranzitie cand
A — G in pozitia 383 al genei CD18

» mutatia determina substitutia acidului aspartic cu glicina in pozitia 128 a proteinei de
adeziune CD18 care face parte din familia integrinelor 2.

* pentru expresia corecta a integrinelor 2 este nevoie de asocierea intracelulara a
subunitatilor CD11 si CD18, defecte la nivelul CD18 impiedieca expresia tuturor integrinelor
B2 care sunt molecule de adeziune ce mediaza interactiile celula — matrix extracelular si
celula — celula.
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* la vacile afectate de BLAD s-a evidentiat un nivel scazut al expresiei integrinelor in
cazul neutrofilelor izolate care conduce la scaderea abilitatii neutrofilelor de a agrega ca
raspuns la stimuli chemotactici si scaderea abilitatii lor de a migra de-a lungul
endoteliului celular. Astfel deficienta de adeziune leucocitara duce la scaderea imunitatii
de la nivelul mucoasei, iar bovinele afectate de BLAD manifesta severe si dese infectii
ale mucoaselor: pneumonii, gingivita ulcerative, papilomatisis, dermatosis, pierderea
dintilor.

Diagnosticarea BLAD pe baza analizei alelelor locusului

* |dentificarea specimenelor normale si purtatoare s-a utilizat tehnica RCR-RFLP.

« initial s-a realizat amplificarea PCR a ADN genomic cu primeri specifici desemnati
pentru amplificarea regiunii de 136 pb care contine situsul pentru enzima de restrictie
Taq | si care contine si mutatia punctiforma raspunzatoare de BLAD.

s 4 35 6 7 MK

Godeurile 1 — 7 - ampliconi
netaiati cu enzima de restrictie
Taq I; MK — markerul de masa
moleculara 50 bp.

136 pb
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* Pentru diagnosticarea deficientei de adeziune leucocitara bovina produsul PCR este
supus digestiei cu enzima de restrictie Taq /. Diferente intre bovinele afectate si cele
sanatoase sunt evidentiate astfel:

- genotipul homozigot normal prezinta doua benzi de 108 si 28 pb
- genotipul heterozigot purtator are trei benzi de 108, 28 si 136 pb

- genotipul homozigot recesiv o singura banda de 136 pb.

1 2 3 4 5 6 7 Mk

Situs de restrictie enzima Taq |

5 .. TCGA...3
3. .AGCT...5
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» Animale homozigote normale (AA) si heterozigote (AG) pentru BLAD (purtatori)
s-au secventiat produsii PCR pentru confirmarea diagnosticului.

ITCCAGCTS
3 TCCATCAGGTACGTACAGOT C/GATOGGGTAGCCCTTG 3

5 .. TCGA... 3
3...AGCT.. .5

Catena antisens 3’ — 5" animale homozigote AA/TT

FTCCHGC TY
S TCCATCAGG TAGTAC[AOONCIG ATGGGGTAGCCCTTG 3

Catena antisens 3’ — 5" animale heterozigote AG/TC
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DEFICIENTA iN URIDIN MONOFOSFAT SINTAZA (DUMPS)

* Deficienta in uridin monofosfat sintaza este o maladie autozomala recesiva care este
letala in stadiu embrionar, in a 40 a zi dupa conceptie, in cazul homozigotilor recesivi,
pe cand in cazul heterozigotilor maladia nu se manifesta.

* Mortalitatea se datoreaza insuficientei activitati a UMPsintazei, enzima care
catalizeaza conversia acidului orotic in UMP. UMP este precursorul tuturor pirimidin
nucleotidelor, molecule care intra in constitutia ADN si ARN; fiind astfel indispensabile
cresterii si dezvoltarii normale, precum si un constituent normal in laptele de vaca si in
laptele altor rumegatoare.

* DUMPS a fost observata in cazul vitelor de lapte in special a celor din rasa Holstein-
Friesian din Statele Unite. S-a constatat faptul ca anumite exemplare din ferma
Universitatii lllinois produceau lapte ce continea de 5 pana la 10 ori mai mult acid orotic
decat normal. Aceste concentratii ale acidului orotic in lapte s-au evidentiat in toate
stadiile lactatiei si persistau de la o lactatie la urmatoarea, afectand calitatea laptelui.
Nivelul acidului orotic era ridicat atat in urina cat si in sangele acestor animale in
perioada lactatiei. Cativa autori au inaintat ipoteza conform careia daca activitatea
enzimei UMP sintaza este deficienta, are loc acumularea de acid orotic.

« Baza moleculara a acestei maladii s-a evidentiat in 1993 ca fiind o mutatie in gena
UMPsintazei.
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* Prin cartarea genomului bovin s-a evidentiat ca gena UMP sintaza se afla pe
cromozomul1 (q31-36). DUMPS este cauzata de o mutatie punctiforma, de o tranzitie
C—T la nivelul codonului 405, in exonul 5 (Viana et al. 1998).

» maladia se poate diagnostica cu ajutorul tehnicii PCR-RFLP.

* prin PCR se va amplifica un fragment de 108 pb din ADN, ce poate contine mutatia.
Produsul obtinut va fi digerat cu enzima de restrictie Ava | care are doua situsuri de
restrictie in fragmentul de 108 pb pentru indivizii normali.In cazul mutatiei dispare un
situs de restrictie.

 Tn cazul indivizilor homozigoti normali se vor obtine in urma digestiei trei benzi de 53,
36 si 19 pb.

* pentru heterozigoti se vor obtine patru benzi de 89, 53, 36 si 19 pb
-In cazul iar homozigotilor recesivi se vor obtine dou& benzi de 89 si 19 pb.
108 phb
- N - 5..CYCGRG...%
3 3...GRGCY.C...5

53 ph 36 ph 19 pb Ava |




Godeurile 1-7, amplificarea fragmentelor
pentru locusul DUMPS. Godeul 8,
markerul de masa moleculara (50 pb DNA
Step Ladder).

108 pb

G S =N M S - - — Godeurile 1-7, trei fragmente de 53, 36 si
i 19 pb pentru DUMPS indica alelele
' normale ale indivizilor homozigoti.

. . Godeurile 8, markerul de masa moleculara
W" - (50 pb DNA Step Ladder).

53 pb
36 pb
19 pb
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CITRULINEMIA BOVINA

« Citrulinemia bovina a fost raspandita de la populatia Holstein Australian, prin taurul
Linmack Kriss King, al carui tata a fost Gray View Crisscross, acesta fiind cunoscut ca
purtator al acestei maladii.

« Citrulinemia este o maladie autozomala, genetica intalnita la rasa Holstein; maladia
fiind prima data descrisa la populatia Holstein Australian. Aceasta maladie genetica
impiedica sinteza enzimei arginosuccinat sintaza (ASS), enzima ce catalizeaza
conversia citrulinei si aspartatului in arginosuccinat. Astfel, citrulinemia este o maladie
care afecteaza metabolismul ureei ducand la cresterea nivelului de citrulina, si al celei
de amoniac din plasma, ca urmare a activitatii deficitare a ASS din ciclul ureei. Bovinele
afectate (homozigote) nu pot excreta amoniacul si prezinta numeroase simptome
neurologice, care devin din ce in ce mai accentuate, ducand la deces dupa o saptamana
de la nagstere.

« Citrulinemia bovina este datorata de o tranzitie a citozinei in timina la nivelul codonului
86, in exonul 5 al genei care codifica ASS (Padeeri et al. 1999).

« Maladia a fost prima data evidentiata la om, apoi la caini, iar mai tarziu la vacile
Holstein-Friesian.
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Argininosuccinase Arginase Urea - - --- » 2NH,/*+ HCO,
Argininosuccinate Ornithine

Carbamoyl- phosphate
AMP synthetase

+ PPi

Carbamoyl

phosphate ? i NH,* + HCO,

2ADP + 2ATP
2P,

Argininosuccinate Ornithine
synthetase transcarbamoyla

ATP
Citrulline

Aspartate P,



« prin PCR folosind primeri specifici a fost amplificat
un segment de 177 pb din exonul 5 al genei ASS.

« in urma digestiei cu enzima de restrictie Ava Il s-au
obtinut pentru homozigotii normali, fragmente de 99 si
78 pb, pentru heterozigotii purtatori fragmente de 177,
99 si 78 pb iar pentru homozigotii recesivi de 177 pb.

177 pb
al
_r"'-r’-- Ll.h‘"'\-\_

99 ph 78 ph

Ava ll

C—T

NETERIMARI
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SINDROMUL SPIDER LAMB LA OVINE

» condrodisplazie mostenita a ovinelor

» boala semi-letala la rasele de ovine Suffolk si Hampshire si a fost pentru prima data
observata la sfarsitul anilor ‘70 in America de Nord.

« este caracterizat prin cresterea excesiva a oaselor lungi, precum si alte deformari la
nivelul membrelor si a scheletului.

« polimorfismul care sta la baza declansarii acestei boli este localizat la nivelul
domeniului tirozin-kinazei Il al receptorului factorului 3 de crestere fibroblastic (FGFR3).
FGFR3 este un reglator negativ al cresterii osoase, avand un rol important in
proliferarea condrocitelor gi in diferentierea acestora in timpul osificarii endocondrale iar
mutatia evidentiata la nivelul genei FGFR3 induce elongarea oaselor.

* miei care prezinta SLS sunt avortati sau nascuti morti, iar daca traiesc prezinta
deformari la nivelul scheletulu. In prima luna de viata dezvoltad semne tipice ale bolii,
incluzand membre lungi, disproportionate, un corp de dimensiuni reduse, picioare tip
"paianjen”, scolioza si/sau cifoza, deformari ale sternului.

« in urma analizei genei FGFR3 au fost evidentiata mutatia T—A la nivelul exonului 17,
in pozitia 69 care determina substitutia valina—glutamat (V700E) la nivelul domeniului Il
tirozin-kinazic al FGFR3.
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- a fost desemnata o pereche de primeri pentru amplificarea unui fragment de
432pb de la nivelul exonului 16 pana la nivelul intronului 17, fragment ce
corespunde regiunii 476-908 de la nivelul genei FGFR 3 de la ovine (GenBank
AY737275), la nivelul caruia poate fi evidentiata transversia T—>A (pozitia 743).

« produsii de amplificare de 432 pb rezultati au fost supusi digestiei cu enzima
de restrictie Btgl, care recunoaste situsul palindromic sclCCTCGR

3'GGCAC T C5'
la nivelul caruia poate fi identificata mutatia punctiforma (T/A).

» polimorfismul mononucelotidic incriminat poate modifica situsul de restrictie al
acestei enzime Btgl putandu-se astfel diferentia intre animalele purtatoare i
cele nepurtatoare. Astfel, in urma digestiei enzimatice produsii de restrictie
migrati in gelul de agaroza vor avea urmatoarele profile:

» in cazul animalelor afectate se vor obtine doua fragmente de 369 si 63 pb
» in cazul animalelor sanatoase trei fragmente de 203pb, 166pb, respectiv 63pb

» in cazul animalele purtatoare ale mutatiei se vor obtine toate cele patru
fragmente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=53645591&dopt=GenBank&RID=JCHV8PUK01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
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DIAGNOSTICARE SCID- UTILIZAND TEHNICA ANALIZEI
FRAGMENTELOR MARCATE FLUORESCENT

» Sever Combined Imunodeficiency (SCID) a fost evidentiata in cazul rasei Pur Sangelui
Arab, fiind transmisa recesiv, autozomal.

* la cabaline SCID este cauzata de o deletie de cinci perechi de baze la nivelul genei ce
codificd subunitatea cataliticd a protein-kinazei ADN dependente (Shin et al., 1997). In
cazul aparitiei deletiei are loc o deplasare a cadrului de citire care va duce la activarea
unui codon STOP (codonul TAA) si deci la sinteza unei proteine trunchiate care nu-si
poate indeplini functia biologica. Aceasta mutatie se soldeaza cu o imunodeficienta
primara severa.

« incidenta SCID la manjii Pur S&nge Arab este de aproximativ 1% si se considera ca un
sfert din caii adulti sunt purtatori ai genei defective. Indivizii diagnosticati ca purtatori
sunt scosi din procesul de reproductie.

» maladia se caracterizeaza printr-o diminuare severa a numarului de limfocite B si T.
Manijii bolnavi nu sintetizeaza anticorpi, ei prezinta doar imunoglobuline serice derivate
din colostrul matern. Daca colostrul nu este acceptat, viata exemplarelor cu SCID se
scurteaza drastic. Boala la cai este reversibila prin transplant de maduva osoasa (celule
stemBsiT).
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- In vederea diagnosticarii maladiei initial se realizeaza o reactie PCR pentru
amplificarea fragmentul (235 pb) care poate contine deletia ce poate modifica cadrul
de citire, activand codonul STOP folosind o pereche de primeri specifici cu primerul
sens marcat cu compusul fluorescent 6-FAM.

* Produsii de amplificare sunt supusi apoi unei electroforeze capilare cu detectie in
fluorescenta, in prezenta unui standard de perechi de baze marcat la randul sau cu un
compus fluorescent.

- In functie de marimea fragmentelor de amplificare obtinute se poate stabilii cu
certitudine daca individul analizat este sanatos, purtator sau bolnav.

* in cazul unui individ homozigot normal se obtine un singur produs cu marimea de
235 pb

* in cazul unui individ purtator se obtin doua semnale, unul la 235 pb si altul la 230 pb
(datorita deletiei de 5 pb)

« in cazul unui individ homozigot recesiv se va evidentia un singur semnal la 230 pb (in
cazul indivizilor homozigoti se obtine doar un semnal deoarece prezinta doua alele
identice ca marime si deci suprapuse)
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Profilele pentru trei exemplare din rasa Pur Sange Arab diagnosticate normale pentru SCID.
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GENOTIPAREA LA CABALINE iN VEDEREA TESTARII PATERNITATII
UTILIZAND TEHNICA ANALIZEI FRAGMENTELOR MARCATE FLUORESCENT

« initial se realizeaza o reactie PCR multiplex utilizand ADN genomic extras de la
produs si cei doi genitori, urmata de o electroforeza capilara si de detectia in
fluorescenta a produsilor rezultati.

« amplificarea microsatelitilor din ADN extras s-a realizat cu ajutorul kitului StockMarks
For Horses ce contine 17 perechi de primeri necesari amplificarii a 17 microsateliti,
marcati cu patru compusi fluorescenti diferiti (6-FAM, NED, VIC si PET) astfel incat
dimensiunea fragmentelor amplificate sa nu se suprapuna. Cei 17 microsateliti sunt
amplificati printr-o singura reactie PCR multiplex, deci reactia a fost optimizata astfel
incat primerii sa aiba aceeasi temperatura de annelare.

« primerii din kitul StockMarks realizeaza amplificarea unor microsateliti care prezinta
un numar variat de repetitii dinucleotidice conferind un aspect caracteristic profilelor
genetice obtinute.

 dupa amplificare, pentru a putea fi vizualizate, fragmentele obtinute prin PCR
multiplex sunt supuse unei electroforeze capilare cu detectie in fluorescenta iar pentru
a fi analizate in ceea ce priveste dimensiunea fragmentelor in pb in momentul
incarcarii probelor este adaugat un standard de pb, marcat la randul sau cu un
fluorocrom diferit (L1Z)-Gene-Scan-500 LIZ Size Standard, acesta permitand
estimarea cu o inalta precizie a marimii fragmentelor amplificate.
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Locus Colorant Culoare Mirimea estimata a fragmentelor (pb)
VHL20 6-FAM Albastra 83-102
HTG4 6-FAM Albastra 116-137
AHT4 6-FAM Albastra 140-166
HMS7 6-FAM Albastra 167-187
HTG6 VIC Verde 74-103
AHTS VIC Verde 126-147
HMS6 VIC Verde 154-170
ASB23 VIC Verde 276-212
ASB2 VIC Verde 237268
ABS17 PET Rosie 104-116
LEX3 PET Rosie 137-160
HMS1 PET Rosie 166-178
CA425 PET Rosie 224-247
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Rezultatele unui test de paternitate la o familie de cabaline realizat cu un setul de

microsateliti marcati cu 6-FAM si VIC
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