DIFICULTATI iN ANALIZA
EXPRESIEI GENICE COMPARATIVE (RELATIVE) PRIN qRT-PCR
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Rezumat. Tehnica revers-transcrierii, urmatd de
polimerizare in lant cu cuantificare in timp real std la baza
investigdrii expresiei genice relative (compararea intre proba de
investigat siun control). O analiza de calitate trebuie sa tina seama
de anumite cerinte in toate etapele, de la prelevarea probei pana la
analiza computerizata finala a rezultatelor. Sunt trecute in revista
momente-cheie ale intregului proces, cu precizarea dificultatilor
sia solutiilor posibile.
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INTRODUCERE

Reactia polimerizarii in lant (PCR) este folosita
de mai bine de doua decenii pentru amplificarea cu mai
multe ordine de marime a moleculelor de ADN (acid
dezoxiribonucleic), In vederea obtinerii de material
suficient cantitativ pentru studierea fiziologiei si
fiziopatologiei genelor. Metodele PCR clasice folosesc insa
analiza punctului terminal, care prezintd dezavantaje
majore date de inhibitia reactiei de amplificare, competitia
intre reactiile de re-hibridizare dintre ampliconi si initiatori
(amorse, primeri), instabilitatea enzimatica si descresterca
concentratiilor reactivilor (1).

qRT-PCR
Caraspuns lanevoia depasirii acestor limite, a fost

pusa la punct tehnica de revers-transcriere, urmata de PCR
cu cuantificare in timp real (qRT-PCR). Aceasta poate
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monitoriza cantitatea de produs de transcriere obtinut la
fiecare ciclu de amplificare, in raport cu cea existenta la
inceputul reactiei. Este posibila, astfel, determinarea
precisa a cantitatii de matritd de acizi nucleici continuta in
lichide biologice, fragmente tisulare sau chiar dintr-o
singura celula.

Avantajele qRT-PCR sunt precizia, sensibilitatea,
rapiditatea, lucrul cu probe in cantitati mici si posibilitatea
adaptarii la volume mari de lucru, iar printre aplicatiile
acestei tehnici se pot enumera masurarea cantitdtii absolute
a unui fragment molecular (ex. incarcarea virald sau
bacteriand), verificarea rezultatelor testelor microarray,
analiza mutatiilor §i polimorfismelor, analiza expresiei
genice.

Optiunile tehnice pentru gRT-PCR sunt tot mai
numeroase si includ: SYBR Green I sau alti fluorocromi,
care se cupleaza de acizi nucleici, sonde de hidroliza/5'-
nucleazice (ex. TagMan), alte combinatii care au la baza
cuplul raportor-extinctor (Molecular Probes, primeri
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