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Capitolul V
Modificarea mesajului genetic
I. Mutatie, recombinare, inginerie genetica

Prof. Dr. Marius Mihasan



Amplasarea cursului in traseul informatiei genetice *

Transferul informatiei genetice Expresia informatiei genetice
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Mutatia genei bithorax Daca to ADN-ul din toate celulele corpului uman ar fi pus cap la cap, s-ar
e e intinde pe 1OQ milioane de km, dg 3 ori distar_lta de la Pamant la JL_inlter.
defvloltérii nor%nale . Tot ADN-ul din corpul uman provine prin replicarea ADN-ul celulei zigot

et rezultate prin ferilizare.
musculitei de otet —

Drosophila melanogaster

Y Desi foarte strict controlata, replicarea ADN-ului se poate

.  face si cu erori ce duc la modificari spontane nedirijate a
' | " mesajului genetic — mutatii. Acestea reprezinta
s . A materialul de baza pentru variabilitatea si evolutia

organismelor vii . Cum?

X
——

Functiie de celula in care apar mutatiile pot fi:

1. mutatii ale celulelor somatice — nu se transmit descendentilor, dar poate avea afecte asupra organismului —
toate celulele derivate din celula purtatoare a mutatiei o vor contine.

2. mutatii ale celulelor sexuale — (ovul, spermatozoid) — se transmit descendentilor. Frecventa de aparitie a
mutatiilor pentru o gena in aceste celule este de o mutatie la un milion de gameti.

Functie de amploarea lor mutatiile se clasifica in:
1. Mutatii punctiforme

2. Mutatii de amploare mica

3. Mutatii de amploare mare
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Tipuri de mutatii

1. Mutatiile punctiforme - mutatii ce afecteaza o singura baza azotata din secventa acizilor nucleici.
Au fost identicate trei tipuri de mutatii punctiforme:

. Substitutii — inlocuirea unei baze azotate cu alta

5'"ACCGTCTA3" - 5'ACGGTCTA3Z’

. Insertii — adaugarea unei baze azotate suplimentare

5'ACCGTCTA3" - 5'ACC/GTCTA3’

. Deletii — pierderea uneia sau a mai multor baze azotate

5'ACCGTCTA3" - 5'AGTCTA3"

Functie de efectul lor asupra produsului codificat de gena in care apar, mutatiile punctiforme se clasifica in:

- mutatie non-sens — modificare unei baze duce la schimbarea mesajului unui codon in STOP, proteina
codificata de gena fiind astfel mai scurta

5"AUGGUCUAUCUAGGCGAUUAA 3" -5'AUGGUCUAACUAGGCGAUUAA 3
START V. T L G D Stop START V STOP

- mutatie cu sens gresit — modificare unei baze duce la schimbarea mesajului unui codon si duce la
incorporarea unui alt aminoacid in molecula proteica si care afecteaza functia proteinei codificate
5"'AUGGUCUAUCUAGGCGAUUAA 3" _5'"AUGGUCUAUCUAGGCGAAUAA 3’
START V. T L G D Stop START V. T L G E Stop
- mutatii cu schimbarea cadrului de lectura (frame-shifts) — insertia sau deletia unei baze azotate ce duce la
modificarea modului in care ribosomul citeste mesajul genetic de pe molecula de ARNm.

5"'AUGGUCUAUCUAGGCGAUUAA 3" -5'AUGGUCUUACUAGGCGAUUAA 3~
START V. T L G D Stop START V. F STOP
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Tipuri de mutatii ‘

2. Mutatii de amploare mica — sunt asemanatoare mutatiilor punctiforme d.p.v. al tipurilor si efectelor, dar cuprind
cateva baze azotate;

3. Mutatii de amploare mare — mutatii de dimesiuni mari ce afecteaza pozitia unei gene in cadrul cromozomului si

modul de organizarea a materialului genetic. in general nu este afectat produsul genei ci mecanismul de reglare a
expresiei acesteia. Cum se explica acesta? _ Single chromosome mutations

|
Deletion Duplication Inversion

Tipuri:

X

|
|
i
[
|

1. duplicari ale genelor — maresc numarul de copii ale unei genei in genom,
afectand mecanismul de reglaj al expresiei

2. deletii

Insertion

1

|
f
[
S B
[
|
[

3. rearanjari cromozomiale — reprezentate din: | a
Translocatii — mutarea unei portiuni de pe un cromozom pe altul j/

|

i

|

Chromosome 20

Inversii — modificarea orientarii unei portiuni de cromozom

Chromosome 4 Chromosome 20

Chromosome 4

Translocation

Derivative
Chromosome 20 chromosome 20

Derivative chromosome 4

Chromosome 4
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Recombinarea genetica

Mutatiile reprezinta o modificare a continutului mesajului genetic, dar nu sunt
singurele responsabile de diversitatea informatiei genetica. Genele per ansamblu pot fi
transferate de la un organsim la altul si combinate intre ele prin fenomenul de

recombinare genetica.

Fenomenul de recombinare genetica consta in modificarea locatiei si contextului
genetic al unei gene sau a unui fragment al unei gene.

. . e U Barbara McClintock
Ex: transferul genei Amp — rezistenta de ampicilina de la E. (1902-1992)

j—

coli la Streptococcus T

J@/Tp
JL

\L«—

Tipuri de recombinare genetica:

1. Recombinare reciproca prin crossing-over in timpul meiozei.
2. Transferul de gene prin:

Transpozitie — unii transpozoni contin gene suplimentare ce sun integrate in diverse locuri in genom.

Conjugare — transferul de ADN (cel mai frecvent sub forma de plasmide, dar pot fi transferati si cromozomi) de la o

celuld bacteriana la alta

F+ F Conjugation
(donor cell) (recipient cell) bridge

% 2. @ y@ @ @@ %

Bacterial

F Plasmld
chromosome
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Dogma centrala a Biologiei Moleculare *

Transcriere Traducere Expresia informatiei genetice

Replicare (transcriptii'(translatie)

Secventa de nucleotide Secventa de aminoacizi
(A;U;G;C) Ribozomi
(citoplasma)

Structura 3D

Secventa de nucleotide
(AT;G;C) Nucleu

Nucleu

Cum???
Modificarea secventei Modificarea functiei biologice

modificarea informatiei genetice

Mutatiile si recombinarea genetica sunt mecanisme naturale de alterare a informatiei genetice. Acumularea de
cunostiinte privind modul de functionare a genelor au permis omenirii sa manipuleze in mod direct si rational
informatia genetica printr-un ansamblu de tehnici reunite sub denumirea de inginerie genetica.

Asociat in mod direct cu ingineria genetica este termenul de clonare. Acesta desemneaza, in sens larg, o tehnica ce
are drept scop producerea mai multor copii identice ale unui fragment ADN de interes.
Aceasta multiplicare se poate realiza in doua moduri:
- invitro, folosind polimeraze ADN dependente si reactia de amplificare PCR;
- in vivo utilizand sistemele enzimatice ale unor organisme gazda precum E. coli.

Un al doilea sens al termenului de clonare este introducerea unui fragment de ADN dintr-o sursa intr-o molecula
acceptoare care provine dintr-o alta sursa si obtinerea unei molecule ADN recombinate.

Acesta este motivul pentru care, in mod uzual, termenul de clonare este mai degraba rezervat pentru desemnarea
procesului desfasurat in vivo in urma caruia se obtine o molecula de ADN-recombinat, iar cel de amplificare este
utilizata pentre: procesul enzimatic desfasurat in vitroPCR}uars - curs e Pagina 7 din 21



Ingineria genetica si GMO

Tn principiu, prin ingineria genetic3 se are in vedere:

- izolarea, copierea si modificarea unei gene de interes — obtinerea
unei molecule ADN recombinant;

- introducerea genei de interes intr-o noua gazda intr-o asemenea
maniera incat aceasta sa fie functionala. Organismul obtinut poarta
denumirea de organism recombinat genetic, organism transgenic sau
organism modificat genetic (GMO).

Exemple de GMO:

- primul organism transgenic —1973 - o tulpina de E. coli in care a fost
inserat un plasmid continand genele pentru rezistenta la antibiotic;

- primul soarece transgenic — 1974 — ADN-ul exogen a fost inserat in
nucleul zigotului de soarece;

- 1978 — se creeaza o tulpina de E. coliin care a fost introdusa gena
pentru insulina umana — tulpina produce insulina comercializata sub
denumirea de "Humulin’’;

- 2003 — primul animal de companie transgenic — Glofish - Danio rerio
modificat genetic pentru a fi fluorescent;

Creation of a Bacterial Cell Controlled

) . ) ) . by a Chemically Synthesized Genome
- 2010 — tulpina bacteriana Synthia (Mycoplasma laboratorium) — prima y N y my B ——

Mikkel A. Algire,* Gwynedd A Benders Michael G. Montague,” Li Ma,” Monzia M. Moodie,*

forma de viata sintetica — genomul sau este unul artificial, sintetizat in & tome e, e vourac 20t O

Thomas H. Segall-Sh h H Calvey Prashanth P. Parmar,” Clyde A. Hutchison 111,
laborator;

Hamilton O. Smith,? ] Cralg Venter

Gibson D et al. (2010 ) "Creation of a bacterial cell controlled by a chemically synthesized genome". Science 329 (5987): 52-6.
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Ingineria genetica si GMO

- plante modificate genetic - prin introducerea in plantele de cultura a genelor pentru rezistenta la frig sau
pesticide, sinteza de insecticide, sau fixarea N, s-au ob'glnut 50|ur| de plante cu productivitate crescuta.
Orez transgenic - Golden Rice ’

Engineering the Provitamin A
(B-Carotene) Biosynthetic
Pathway into (Carotenoid-Free)
Rice Endosperm

Xudong Ye,*t Salim Al-Babili,2* Andreas KI5ti,'} Jing Zhang,’

Beans Aspergillus fungus| Wild rice l'{aﬂodil

Ferritin gene is
transferred into

rice from beans.

Phytase gene is
transferred into
rice from a fungus.

Metallothionin gene
is transferred into
rice from wild rice.

Enzymes for beta-carotene
synthesis are transferred
into rice from daffodils.

Paola Lucca,” Peter Beyer,2§ Ingo Potrykus'§

Rice (Oryza sativa), a major staple food, is usually milled to remove the oil-rich

aleurone layer that turns rancid upon storage, especially in tropical areas. The
remaining edible part of rice grains, the end lacks several tial nutrients,
such as provi A. Thus, pi i rice ¢ ption promotes vitamin A
deficiency, a serious public health problem in at least 26 countries, including highly
populated areas of Asia, Africa, and Latin America. Recombinant DNA technology
was used to improve its nutritional value in this respect. A combination of trans-
genes enabled biosynthesis of provitamin A in the endosperm.

www.sciencemag.org SCIENCE VOL 287 14 JANUARY 2000 303

FIGURE 19.21

Transgenic rice. Developed
by Swiss bioengineer Ingo
Potrykus, transgenic rice
offers the promise of
improving the diets of
people in rice-consuming Viable offspring derived from
developing countries, where fetal and adult mammalian

inhibits iron reabsorption, supplies extra sulfur precursor to vitamin A, iron f'“d _"immi“ A ) cells
is destroyed by the to increase iron uptake. is synthesized. deficiencies are a serious
phytase enzyme. problem.

B Pt RES s Ay A 4s A

chromosome

Beta-carotene, a

Ferritin protein
increases iron
content of rice.

Phytate, which Metallothionin protein

1. Wilmut, A. E. Schnieke", J. McWhir, A. J. Kind*
& K. H. S. Cas il

9P5, UK

thian EH25
\ 1125 997, UK

Fertilization of mammalian eggs is followed by successive cell
divisions and progressive differentiation, first into the carly

- clonarea unui animal adult - prin introducerea unui nucleu dintr-o celula adulta in ovulul anucleat ey IR fo
al altei celule si dezvoltarea unui embrion si apoi a organismului adult.

opportunity to_investigate whether cellular dtfetentation to
that stage involved irreversible genetic modification. The first
offspring to develop from a differentiated cell were born after
nuclear transfer from an embryo-derived cell line that had been
induced to become quiescent'. Using the same procedure, we now
report the birth of live lambs from three new cell populations
established from adult mammary gland, fetus and embryo. The
fact that a lamb was derived from an adult cell confirms that
differentiation of that cell did not involve the irreversible mod-
ification of genetic material required for development to term.
‘The birth of lambs from differentiated fetal and adult cells also
reinforces previous speculation'” that by inducing donor cells to
become quiescent it will be possible to obtain normal develop-
ment from a wide variety of differentiated cells.

Nucleus containing

i oA - source DNA
t = (@
N 1 'y [Mammary qeli is gxtractek —— P a

and grown in nutrient- / \ Y ;
deficient solution that arrests 3\ / '\
0|0

NATURE VOL 385127 FEBRUARY 1997

"|| 810

A

\|!

After a five-month
pregancy, a lamb
genetically identical
to the sheep from

the cell cycle. I . ' I/‘ _). ‘ll

Nucleus is removed /

hich th
[Egg cell is extracted.] from egg cell with a :elicwastn;r:ncl:;g
“‘\ ar ""C"’p'pene / - \ born.
) W Electric shock opens ce[ develop in vitro. Embryo is implanted
A i inside covering of egg cell membranes and triggers
\.-i) "‘ \ % ‘ \7\ e ymnas 99 into surrogate mother.
) WA
l Prep on | Cell fusion Cell division D¢ | | Birth of clone Growth to adulthood
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Tehnici de baza in ingineria genetica *

Capacitatea de a izola molecule de ADN si de a cunoaste secventa de nucleotide a acestora sunt 2 elemente cheie
ce stau la baza majoritatii covarsitoare a experimentelor de inginerie genetica si biologie moleculara. Spre deosebire
de alte molecule biologice (proteine, lipide, glucide), acizii nucleici (ADN-ul in particular) sunt relativ omogeni din
punct de vedere al proprietatilor (au intotdeauna sarcina negativa datorita resturilor fosfat, este bicatenar,
dimensiunea este strict dependenta de numarul de nucleotide, etc). Acest lucru face posibila existenta unor metode
de studiu a ADN-ului cvasi-universale — pot fi aplicate pentru a investiga orice molecula de ADN, indiferent de sursa
sau secventa acesteia. Din punct de vedere al implicatiilor practice si semnificatiei lor, 3 metode s-au impus ca fiind
de baza in studiul ADN-ului :

1. Amplificarea enzimatica in-vitro a ADN-ului — permite sintetizarea in eprubeta a moleculelor de ADN si ARN,
eliminand astfel necesitatea de avea la dispozitie cantitati mari de material biologic. Tehnica se foloseste de
mecanismele replicarii ADN-ului si, teoretic, permite ca o singura molecula de ADN dintr-o proba biologica sa fie
copiata pentru a obtine virtual oricat de multe copii ale respectivei molecule;

2. Electroforeza ADN-ului — permite separarea moleculelor de ADN functie de dimensiune. Poate fi utilizata in
scopuri analitice (aprecierea numarului de nucleotide si a concentratiei) cat si preparative (separarea fizica a 2
molecule de ADN de dimensiuni diferite);

3. Secventierea ADN-ului — permite stabilirea tipului si ordinii nucleotidelor intr-o molecula de ADN izolata;
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Amplificarea enzimatica in-vitro a ADN-ului

Amplificarea enzimatica in vitro a ADN-ului sau PCR-ul este asadar o reactie de replicare
enzimatica repetata a unei molecule de ADN matrita, reactie ce este mediata de un set
oligonucleotide si realizata de o ADN-plimeraza ADN-dependenta termorezistenta. Tehnica
este cunoscuta sub denumirea de reactia PCR, polymerase chain reaction — reactia in lant a
polimerazei. Metoda a fost descrisa pentru prima data in 1983 de Kary Banks Mullis, acesta
primind premiul Nobel pentru descoperirea sa.

Pentru realizarea acestei reactii sunt necesare urmatoarele

componente:
1. O molecula de ADN matrita ce contine secventa ce se doreste a
fi amplificaté' "highly original and significant,
’

. o .y Gy v . . " virtually dividing biology into the
2. o ADN polimeraza — enzima capabila sa polimerizeze o noua two epochs of before PCR and after

catena de ADN pe baza complementaritatii cu ADN-ul matrita; pcr"

Cel mai frecvent se utilizeaza enzime termostabile precum Wade, Nicholas (September 15,
DNA polimeraza Taq din Thermus aquaticus sau DNA- 1998), "Scientist at Work - Kary
. . . Mullis; After the 'Eureka', a
polimeraza Pfu din Pyrococcus furiosus; Nobelist Drops Out", The New
3. 2oligonucleotide amorsa (primers) — complementare cu York Times.
capetele 3’ ale catenelor sens si anti-sens ale ADN-ului matrita; "What if | had not taken LSD
4. 4 deoxiribonucleozid-trifosfat (ANTPs: dATP, dGTP, dCTP; dTTP) ever; would | have still invented
— care este rolul lor? PCR?" He replied, "l don't
. . . L. . know. | doubt it. | seriously s Mull
5. o solutie tampon in care ADN-polimeraza este activa si stabila; doubt it." Kary Banks Mullis

. L e . . .. . (1944-2019)
6. loni bivalenti, cel mai frecvent Mg?*sau Mn?*; si ioni

monovalenti, cel mai frecvent K*;
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Etapele unei reactii PCR ‘

Reactia PCR are la baza:

1. proprietatea oligonucleotidelor amorsa (primer) de a se hibridiza (de a se lega pe baza de
complementaritate), la o anumita temperatura, de molecula ADN matrita. Oligonucleotidele amorsa
hibridizate vor expune un capat 3'-OH;

2. proprietatea ADN-polimerazei de a incorpora nucleotide pe baza de complementaritate in directia 5'-
3’, incepand cu capatul 3-OH al oligonucleotidelor amorsa (primer).

..... si consta in replicarea ciclica a 3 etape:

| 1. Denaturare |

N

L

———

| =
ADN-ul este denaturat prin incalzire la 94-95 °C |

| 3. Sinteza | | 2. Hibridizare |

Y A
ADN-polimeraza extinde oligonucleotidele I Gligonucleotidele amors3 se leagd de ADN- |
ul tintd

amorsa si sintetizeaza noi catene de ADN\::/
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Etapele unei reactii PCR

1.

Denaturarea consta in incubarea amestecului de reactie alcatuit
din sursa de ADN-matrita, polimeraza si oligonucleotidele amorsa
si cele 4 deoxiribonucleozide-trifosfat la temperatura de 94-95 °C
timp de un minut. Prin incalzire, ADN-ul dublu-catenar din
amestec este denatura, separandu-se in cele 2 catene
componente. La finalul acestei etape tot ADN-ul din amestec este
mono-catenar;

Hibridizarea presupune incubarea amestecului de reactie la o
temperatura  dictata de temperatura de topire a
oligonucleotidelor amors3. Tn aceastd etapd are loc legarea
oligonucleotidelor amorsa de ADN-ul monocatenar obtinut in
etapa anterioara, pe baza de complementaritate la nivel de
secventa;

Sinteza implica incubarea amestecului din etapa anterioara la
temperatura de 72°C pentru un interval de timp variabil, cuprins
intre 0 secunde pana la 2 minute. ADN-polimeraza devine activa
si adauga nucleotide la capatul 3'-OH al oligonucleotidelor
amorsa legate, extinzandu-le. Nucleotidele sunt adaugate in
ordinea dictatd de complementaritatea cu ADN-ul matrita. Tn
acest mod are loc replicarea sau sinteza unei noi molecule de
ADN dublucatenar. Una dintre catenele acestei molecule este
catena originala, matrita, iar a doua este catena nou sintetizata,
care incorporeaza oligonucleotida amorsa (primer).

03.06.2024 Biologie Moleculara - Curs 8

Pagina 13 din 21




Etapele unei reactii PCR
Ciclul 1| &

Cele trei etape alcatuiesc un ciclu care este repetat in mod ¥
obisnuit intr-o reactie PCR de 30-35 ori, intregul proces durand in . S
jur de 3-4 ore. In etapa de legare a primului ciclu, ‘ = =T H
oligonucleotidele amorsa (primer) se leaga doar de catenele " -
separate ale ADN-ului sursa, iar catenele nou sintetizate sunt clar -
definite doar la capatul 5 (cel reprezentat de oligonucleotida
amorsa). Pozitia capatului 3" depinde de durata etapei de sinteza ”
si poate fi variabila. Dupa primul ciclu PCR se obtine un amestec
de molecule de ADN surs3 si ADN nou sintetizat de dimensiuni Ciclul2| = v
variabile. Tn ciclurile urmatoare sunt utilizate ca matrit3 si catenele
nou sintetizate, ceea ce face ca pe masura ce procesul inainteaza, T —
moleculele nou sintetizate sa incorporeze treptat, la ambele
capete, oligonucleotidele amorsa (primer). Faptul ca la fiecare e — 1
ciclu nou se utilizeaza ca matrita si catenele sintetizate in etapele
anterioare face ca sinteza ADN-ului pornind de la noile catene sa Ciclul 3| m————————
fie un proces exponential, inlantuit. La sfarsitul celor 30-35 cicluri,
produsul rezultat in urma amplificarii (numit amplicon) va fi .

format predominant din catene sintetizate in ultimele cicluri

3

[ 13 <15 S
S>3 ]

3

in cursul unei reactii de amplificare enzimatica in vitro a ADN- = v—s H
ului (PCR), are loc multiplicarea exponentiala, inlantuita a . '
fragmentului de ADN cuprins intre cele doua oligonucleotide e .
amorsa. : i
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Etapele unei reactii PCR ‘

ADN genomic

Secventa ADN de amplificat

Oligonucleotidele amorsa (primer) se leagi de cite una din catenele de
ADN si flancheazi secventa de amplificat

5 I T 43’
Y%
Primerl
Primer2
5 —mm— 3
3 I 1 45
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Etapele unei reactii PCR *

Cele 3 etape obligatorii ale reactiei PCR pot fi la ora actuala complet automatizate prin intermediul
termocicloarelor. Acestea sunt dispozitive termice cu unul sau mai multe elemente Peltier care au
capacitatea de a modifica in mod controlat, cu precizie si viteza mare temperatura unui bloc de incubare in
care este amplasat amestecul de reactie. Tn mod curent, la programarea unui termociclor, pe l1anga cele trei
etape obligatorii pentru realizarea amplificarii in vitro a ADN-ului, se adauga trei etape suplimentare care nu
se repetata:

A. denaturarea initiald — consta in mentinerea timp de 5 minute a amestecului PCR la temperatura de 95°C
pentru denaturarea completa a ADN-ului matrita sau a celulelor, atunci cand acestea sunt utilizate direct ca
sursa de ADN;

B. finalizarea sintezei — dupa realizarea celor 30-35
cicluri, mentinerea timp de 10 minute la temperatura de
72°C are rolul de a permite finalizare sintezei tuturor
catenelor la care s-a inceput extensia;

C. mentinerea amestecului de reactie la temperatura
de 4-12°C este etapa finala, in general fara limita de
timp, care are rolul de a pastra probele la o temperatura
optima pana la interventia operatorului.
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Etapele unei reactii PCR ~

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle nth cycle
J" o
0 Denaturation e Annealing o Extension > ULl
LU G
TRRD bl
P mlm
DNA template P T a7 ; 5 J" AT
with sequence A » T PLLRTINT ™
of interest J" T 1y ’ [, REEE Rk T PCR product
5 3"
gnnnnn I
;""“' J., T T bk
"y IIJYrreeey % 1 > PR DL ~2" copies
» ‘ Primers N i ‘ “ , K ikl | ITTTII
dNTP ‘ H ST 5 3 ™
' W
olym S |||||ﬂ ;
‘ J" mllll
> L TITITN
> A0kl mm’

Simultan cu méarirea numarului de molecule ADN disponibile dintr-o prob&, prin PCR se realizeaza si o izolare a
fragmentului de ADN cuprins intre cele 2 oligonucleotide amorsa. Tehnicile de purificare ale ADN-ului total permit
obtinerea ADN-ului genomic total (sau plasmidial, dupa caz) sub forma unor fragmente de dimensiuni variabile.

Amplificarea enzimatica in vitro a acizilor nucleici permite izolarea unui fragment ADN specific a carui dimensiune si
secventa pot fi controlate de catre cercetator (cum?)
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© N ATy
S | Etapa 1 ' *
Q l : I ‘
= || 100 molec primer : === ——— -
() I 1  molgc. ADN I I . |
5 I matrita dublu- 98 molec primer I
o catenar3 N 2 I I 2 molec. ADN I r—--- _‘_ — o =
p I' | catene matrit3) l I | matrita dublu- | :
o I | | catenara - 4 | I' | 94 molec primer .
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Abordarea generala

Proba

1. Separarea propriu-zisa

Electrod -

Sursa de curent

N -

A

Solutie tampon
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Electrod -

Electrod +

2. Evidentierea moleculelor de ADN
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Electroforeza ADN-ului *

Separarea electroforetica a moleculelor de ADN este una din metodele care au stat la baza dezvoltarii foarte
rapide a biologiei moleculare. Tehnica permite nu numai separarea fragmentelor de ADN, ci si izolarea (in ce sens?),
evidentierea (in ce sens?) si caracterizarea (in ce sens?) acestora.

Electroforeza este o tehnica de laborator ce permite separarea moleculelor pe baza dimensiunii si incarcarii lor
electrice. Prin aplicarea unui curent electric moleculele de acizi nucleici incarcate negativ (de ce?) se vor deplasa spre
polul pozitiv. Deplasarea se realizeaza printr-un gel ce functioneaza ca o sita, moleculele mici deplasandu-se mai
repede decat moleculele mari. Gelurile cel mai frecvent utilizate pentru separarea ADN-ului sunt agaroza sau
poliacrilamida.

Poliacrilamida este deosebit de eficienta in separarea fragmentelor de dimensiuni mici intre 50 pb-500 pb. Rezolutia
este foarte buna, putand fi separate fragmente ce difera in lungime doar printr-o pereche de baze. Din acest motiv,
gelurile de poliacrilamida au fost intens utilizate pentru reactii de secventiere manuala. Gelurile de poliacrilamida
prezinta dezavantajul ca este dificil de preparat si manipulat.

Gelurile de agaroza au o rezolutie semnificativ mai mica, dar sunt mai ieftine si mai simplu de preparat si manipulat.
Acest tip de geluri permite separarea de fragmente cu dimensiuni cuprinse intre 0,5 kb-25 kb, insa diverse
imbunatatiri au condus la marirea domeniului de uzabilitate pana la fragmente de ordinul mpb.

ADN-ul este un polimer puternic incarcat negativ care sub influenta curentului electric se va deplasa catre polul
pozitiv. Viteza de migrare este invers proportionala cu dimensiunea fragmentelor si direct proportionala cu
tensiunea aplicata. Porii gelului au un efect de sita, astfel incat moleculele mici trec mult mai rapid prin porii gelului

decat moleculele mari.
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Pentru a explica modul in care are loc migrarea ADN-ului in gelurile de agaroza au fost dezvoltate mai multe modele.
Cel mai simplu model este cel in care moleculele de ADN serpuiesc printre porii gelului. Moleculele mici vor migra
mai rapid decat cele mari, deoarece cresterea dimensiunii moleculei duce la cresterea fortelor de frecare dintre
molecula si gel. Pe langa intarzierea cauzata de dimensiuni, moleculele mari se pot de asemenea, ,innoda” in gel,
conducand la un proces suplimentar de intarziere. Moleculele mari de ADN vor migra mult mai putin prin gel decat
ne-am astepta tinand cont doar de dimensiunile lor, deoarece fenomenul de innodare este atat de puternic incat
elimina complet serpuirea. Dimensiunea limita la care procesul de innodare acopera total serpuirea este de 30 kb.
Astfel, fragmente de 30 kb, 40 kb sau 120 kb vor migra perfect identic si nu vor putea fi separate prin metodele

clasice.
(=)
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