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Polymerase Chain Reaction (PCR)

-Amplificarea selectivă a unui fragment particular al ADN-ului (de 

exemplu un exon al unei gene umane)

-Permite obţinerea în 2 ore a unei cantităţi de ADN detectabilă pe 

gel de agaroză prin colorare cu bromură de etidium (teoretic 

metoda PCR poate amplifica un segment provenit de la o singură 

moleculă de ADN; după 30 de cicluri se vor obţine aproximativ 1 

miliard de copii alături de alte câteva zeci de fragmente ADN 

diferite)



ADN dublu catenar

Denaturare

Legarea polimerazei
şi extensia

Legarea primerilor



Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 



Real time PCRReal time PCR

Spre deosebire de metoda convenSpre deosebire de metoda convenţţionalăională, , îîn metoda n metoda real real timetime
fragmentul amplificat (fragmentul amplificat (ampliconulampliconul) e) este vizualizat pe măsură ste vizualizat pe măsură 

ce procesul de amplificare ce procesul de amplificare îînainteazănaintează. A. Această urmărire ceastă urmărire îîn n 

““timp realtimp real”” a procesului de amplificare este posibilă prin  a procesului de amplificare este posibilă prin 

marcarea cu molecule marcarea cu molecule fluorogenicefluorogenice a a primerilorprimerilor, probelor sau , probelor sau 

ampliconuluiampliconului



TipuriTipuri de real time PCRde real time PCR

1.1. Real time PCR cu SYBR greenReal time PCR cu SYBR green

2.2. Real time PCR cu probe Real time PCR cu probe TaqmanTaqman

3.3. Real time PCR cu Real time PCR cu oligoprobeoligoprobe liniareliniare -- fluorescent fluorescent 
resonance energy transfer (FRET)resonance energy transfer (FRET)



DDetectareaetectarea directă a  directă a ampliconuluiampliconului prin agenprin agenţţi fluoresceni fluorescenţţi de i de 
legare ADNlegare ADN



DDetectareaetectarea directă a  directă a ampliconuluiampliconului prin prin oligoprobeoligoprobe liniareliniare



OligoprobeOligoprobe TaqmanTaqman™™ ((55’’ Nuclease Nuclease oligoprobesoligoprobes))



Diagrama Diagrama îîn timp real a amplificăriin timp real a amplificării



AplicaAplicaţţiiii ale ale tehniciitehnicii real time PCRreal time PCR

1.1. DiagnosticulDiagnosticul bolilorbolilor geneticegenetice

2.2. ÎÎncărcăturancărcătura viralăvirală –– viremiaviremia: HIV, : HIV, hepatitahepatita B B şşii CC

3.3. DetecDetecţţiaia celulelorcelulelor tumoraletumorale şşii a a efectuluiefectului tratamentuluitratamentului antianti--
canceroscanceros

4.4. DetecDetecţţiaia diverselordiverselor speciispecii microbienemicrobiene şşii a a proporproporţţieiiei acestoraacestora


