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INTRODUCERE

In condtiile Tn care identificarea ADN-ului din probe biglce prelevate de pe materiale
textile (in special denim) poate fi ingreuhate prezeta coloramilor in mediul de extrgee,
gasirea unei metode de degradare a coldaareste de mare interes. Majoritatea metodelor de
oxidare avansatutilizate in industrie se destami Tnsa Tn condiii de pH acid, care ducg la
degradarea ADN-ului [1], facand imposibitientificarea ulteriodra acestuia.

Ca urmare au fost testate cateva metode de oxetaenati@/chimica/electrochimid@
care au loc in mediu neutru sau bazic astfel iac@iu fie afectat structura ADN-ului. Dup
gasirea metodei cele mai eficiente, aceasta a fesattgpe mai mui colorarti textili si pe mai
multe materiale de tip denim pentru a verificaiefia metodei.

De mare ajutor a fost cuantificarea prin metodaleae PCR, care, de g@éa ani,
funcie de kitul de cuantificare utilizat, ofeiposibilitatea identifiarii probelor biologice cu
inhibitori [2]. Astfel, colorami utilizati au putut fi testa pentru efectul lor inhibitor prin aceést
metodi. De asemenea, dupxidarea lor prin metoda consida@ratea mai eficier au putut fi
testai din nou pentru a se evidgam daéd mai au sau nu efect inhibitor asupra remcde
amplificare in lap(PCR).

Mai departe, funge de rezultatele almute, metoda s-a aplicat pe probe biologice Tn
prezena colorafilor cu efect inhibitorsi ulterior, pe probe biologice depuse pe deniga, @m
ajung de obicei in laboratoarele de analize gea@gntru identifigri de persoane pe baza ADN-
ului.

Colorantul utilizat pentru studiile preliminare@st o ftalociania tetrasulfonat de cupru:
Heliogen blue A. Acesata a fost al@adeoarece face parte dintr-o éade colorati foarte
rezisteni la degradarai, de asemenea, se laade ADN, fiind astfel un inhibitor in procesul de
identificare a ADN-ului [3].

Ftalocianinele, datotit stabil&tii lor fizice si chimice, fiind insolubile Tn apsi n
majoritatea solveaftior [4], sunt coloran puternici utilizai in multe domenii precum fabricarea
cernelurilor, pictuk, colorarea textilelor, a plasticelor, a ambalajgbentru mancare [5], ca
semiconductori, in industria calculatoarelor [G]. &ceste substam sunt folosite de asemenga
la colorarea textilelor pentru nuate de albastrii verde, in special a denimului pentru
pantalonii tip blue jeans, obiecte vestimentareoape indispensabile Tn randul oamenilor din
lumea intread) [7]. Mai tarziu s-a descoperiti dtalocianinele sunt capabilé $ormeze legturi
cu molecula de ADN monasi bicatenar[8], fiind astfel testate ca fotosen&htori in terapia
cancerului [9]. Relativ recent s-a propus utilizadler ca medicamente datariefectelor lor
antitumorale [10].

|.  STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII IN DOMENIU

Reagia polimerazié in lart (PCR) este un proces enzimatic prin care anurateesie ADN
de interes sunt replicate (multiplicate) de 28-84 generandu-se cca. un bilion YL@opii [11].
Aceast reagie de multiplicare a regiunilor ADNNta este extrem de importarin oltinerea unei
cantititi suficiente de ADN pentru determinarea de idesdtifipe baz de profile genetice. De
aceea in aceasttap este foarte importainatat cantitatea ifiala de ADN cafsi calitatea acestuia
respectiv lipsa inhibitorilor PCR sau a ADN-uluigiadat in vederea @berii unei multiplicri
eficiente.

Inhibitorii procesului de amplificare PCR cunogdaclud hemul din sange [12], colagenul
din tesuturi [13], acidul humic din sel plante [14], coloratii din denim [15], melanina dingp
si piele [16], ionii de calciu din laptgi oase [17] etc. in afarde indigo, ftalocianinele
nesubstituite Tmpreuincu ftalocianinele de cupru (lI) mongt polisulfonate sunt utilizate
frecvent ca pigmande baz pentru denim (reactivul Blue 15, reactivul Blue [28], Reactivul
Blue 38 [19]si C.I. Direct Blue 199 [20]).



Aceste substaa inhibitoare pot reaiona cu acizii nucleici in timpul extraei, pot degrada
sau modifica secveele de ADNtinta, pot interfera cu primerii din mediul de r¢iacPCR, pot
degrada, altera sau inhiba polimerazanu n ultimul rand pot interfera cu proba sau cu
fluoroforii acesteia. Inhibitorii pot fi depigiaprin metoda Real-Time PCR care, in paralel,
cuantifica ADN-ul existent in prof, metod utilizata si in aceast cercetarg¢21].

Izolarea ADN-ului este prima etagmporang in analizele probelor criminalistice a celor
medicale. Principalele metode de exfimca ADN-ului, utilizate de toate laboratoarele in
domeniu, sunt cele manuale - metoda orgaaicfenol-cloroform, metoda chelgkmetoda cu
hartie FTA -si tehnicile de extrae in faz solidi (pe membrane de silice sau cu particule
magnetice de silice) care pot fgionasi manualsi automat [11, 22].

Degradarea coloraiior textili, care pot fii inhibitori ai reagei PCR, se poate realiza prin
diferite metode:fizice, chimice, biologice si elexthimice [23].

ll. PARTEA ORIGINAL A

Initial s-a testat efectul inhibitor asupra négicPCR, al mai multor coloranutilizati Tn
industria texti: ftalocianinici, azoici, indigoizisi trifenilmetanici. Efectul inhibitor a fost
verificat in etapa de cuantificare a ADN-ului cutayul metodei Real-Time PCR, utilizand kitul
Investigator Quantiplex la instrumentul Q Rotor-@€R4]. S-a determinat parametrul cycle
threshold (G) pentru probe de ADN/coloragt din valorile acestuia glmute pe canalul galben
al instrumentului s-a constatdi lseta-ftalocianina de cupru tetrasulfan@CuPcS4) are cel mai
mare efect inhibitor, urmatde betaftalocianina de cupr@QuPc ) si fucsini. Dealtfel
ftalocianinele sunt coloraindeosebit de rezist@ria degradarei sunt practic insolubili Tn apsi
n majoritatea solvaitor. In cele din urrd coloranii ftalocianinici au fost solubiliz&ain mediu
apos in prezea unui surfactant neionic alchil-poliglicozidic (&, prin agitare continua timp
de dou ore.

Urmatorul obiectiv a fost elaborarea unei metode defiirtlare a ftalocianinelor din saiu
Tn condiii compatibile cu extrag ADN-ului in prezera raginii chelatoare chelex (la pH bazic
la temperatur de 55-56°C), fira modificarea structurii ADN-ului dublu catenar. SQutilizat
initial oxidarea enzimatic cu lacai si apoi cu peroxiday fira si se observe o &dere
semnificatida a concentngei de ftalocianiéi testad. Apoi s-a incercat indégareaBCuPcS4 prin
electroliz Tn mediu acid, bazigi neutru (cu sulfat de potasiu). Degradarea oxida#i fost
urmarita calitativ prin decolorarea salsi.

S-a urnarit electroliza timp de minim 2 ore intr-o celuldu electrozi de inox, cu determinarea
absorbarei soluiei de la anod la diferite intervale de timp. Indneacid, in prezea acidului
sulfuric se obine un grad de decoloarare de 89 % la 90 minuteualj s-a observat schimbarea
culorii de la albastru la verde apoi orange, cunfe de precipitat orange incRisdecolorarea
supernatantului ddgpchiar 55 min. In mediu bazic, in prezede NaOH, reai decurge mult
mai lent.

Pentru mediu neutru, s-a introdus in celula detreezi o soluie de 0,05 % KSQO,. S-a
urmarit electroliza timp de 195 minute, cuasurarea absorbgi produsului de electrotizdin
compartimentul anodic din 15 in 15 minute. Decaleazare loc in aproximativ 2 ore, cu un grad
de decolorare de 90%. Intrucat pH-ul sigude electroliz cu sulfat de potasiu scade continuu
de la 6,5 panla 1,5, s-a incercat ajustarea acestuia n tirajagtrolizei cu o sokie de NaOH
1M, treptat, prin picurare, pentru marerea unui pH bazic, potrivit pentru aplida de interes
(indepirtarea ftalocianinei din probele biologice in etalgaextrage a ADN-ului). Rezultatele
sunt expuse in figura I1l.1. Se obsersa maximele celor dau picuri sunt de data aceasta
Tnregistrate la 627 nm respectiv 719 nm. Formareaiptatului orange inchisi decolorarea



vizibila a solgiei din compartimentul anodic, Tmpreurtu séderea maxirh a absorbaei
ftalocianinei se inregistreata 150 minute.
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Figura Il.1. Degradarea electroliti@a pCuPcS4 cu sulfat de potasiu, cu ajustarea cahtimH-ului (bazic).

Se obserw ci are loc decolorarea aproape totad 150 minute. In prima parte sterea
absorbatei poate fi atribuit formarii unui intermediar care absoarbe la agekmgime de undl
casi ftalocianina.

Metoda a fost aplicatcu succesi pe o soltie de colorant ofinuti din 5 cnf denim
albastru inchis #runtit, dizolvat in APG. Din spectrul itial al soluiei s-a olinut o absorba
maximi la 660 nm care corespunde colorantului indigo.cReaa fost urrarita timp de 6,5 h, cu
determirari ale absorbaei produsului din 15 in 15 min.

Pentru determinarea constantei de vitezespectiv a gradului de decolorare
corespuniatoarepCuPcS4 prin electroliz a fost aleaslungimea de unidde 718 nm, lungime de
undi la care au fost realizageprelucirile prin alte metode oxidative.

Se obser¥ ca decolorarea ftalocianinei are loc in maxim #glove. Din datele absorbgn
in fungie de timp a fost estimatconstanta de vitézde ordin aparent | prin fitarea ecea
rezultate pe datele experimentale.

Rezultatele aratca ambele tipuri de coloranpot fi degrada prin electroliz, cu
mertinerea unui pH bazic.

Urmatoarea metaod oxidativa testai a fost cu KMnQ in mediu bazic. Aceasta s-a
dovedit a fi cea mai eficieitsi cea mai fezahil in indefrtarea ftalocianinelogi a altor
colorani concomitent cu izolarea ADN-ului din probele luigice Astfel, sa studiat degradarea
oxidativa a pCuPcS4 cu KMn®in mediu bazic. Pentru aceasta s-au format amesth soluii
din ftalocianine (intre 1,8 mg/ki 30 mg/L), permanganat de potasiu in exces (temM si
12 mM)si hidroxid de sodiu (intre 30 mi 100 mM)si au fost supuse regei timp de cel ptin
7 ore, la temperaturi cuprinse intre @070 °C si pH 10-12. Amestecurile au fost analizate
spectrofotometric la lungimi de ul@uprinse intre 206i 900 nm, la intervale de 15 minute. Tn
timpul reatiei culoarea soliiei se schimb de la albastru la verde, apoi apare un precipéede
si soluia devine galben deschis @da incolor. Timpul necesar decadoil complete a fost intre
4si 24 de ore, in furtee de concenttale reactanilor. Analizele cinetice au fost efectuate la 714
nm deoarece la 615 nm ar putea fi cateva interfergatoris formarii ionului manganat (Mng”

) la 608 nm pe parcursul ress [25].



Curbele cinetice extinse afiato cretere a absorbasi, urmai de o descktere
exponemala. Culoarea este de asemenea mai idtenperioada crgerii absorbatei.

in experimentele noastre valoarea pH-ului a vaniae 10si 12 astfel & putem considera
ca permanganatul se reduce formand toaielestde oxidare ale manganului - Mn(VI), Mn(¥))
Mn(1V) [26]. Putem presupuneiceagia are loc in cel gin doui etape consecutive, cu formarea
unui intermediar stabil care are o culoare siraiarBCuPcS4.

Readia BCuPcS4 cu permanganat de potasiu in mediu alcsien @ reage complex
fiind posibild o varietate de mecanisme in care oxidarea argrinantermediul a unu sau doi
electroni. Reaga nu poate fi simplificédtla dou etape consecutive dar forma curbelor A = f(t)
poate fi explicat prin formarea unui produs intermediar care absohrimina la acegalungime
de und cupCuPcS4.

Un parametru important pentru degradarea cotboareste gradul de decolorare (D %)
calculat ca:

_ Amax_Afin

D (%) = ——>=-100, unde Anasi Afin reprezind valorile absorbagei maximesi celei

max

finale (la timpul stabilit).

S-a studiat efectul concenfid de permanganat, de hidroxid de sodiu, de fiatoni
precumsi efectul temperaturii asupra degiiad BCuPcS4si s-au stabilit astfel cei mai buni
parametri ai procesului oxidativ: concenigaftalocianira (18 mg/L), KMnQ (7,6 mM) si
NaOH (0,066 M), la 56C — temperatura la care are loc izolarea ADN-ulni grobe (figura
11.2). Tn aceste condi se atinge un grad de decolorare de peste 90%ote [27].
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Figura 11.2 — CurB cinetic extingi pentru degradargiCuPcS4 la ([KMnG] = 7,6 mM, BCuPcS4] = 18 mg/ki
[NaOH] = 0,066 M la 56C.

Pentru explicarea cgterii absorbatei pe potiunea infiala, a fost utilizat un model
cinetic de doa reagii singulare consecutive, din care a fostiobta 0 ecugie cinetia de forma
absorbati totak Tn funaie de timp care explicforma curbelor experimentale obtinute:

48p%¢ @)
Pornind de la evolia in timp a concenttélor de reactantsi intermediar €asicCg) si
presupunandacatat reactantul, cat intermediarul au o absorb@nsemnificatii (Aa si Ag) la
aceeal lungime de undl absorbata totaf masuat (A) este déai de relaia:

A = AA +AB = 6ACAl + SBCBI (2)
undee; este absoria molaé a componentuluj si | este lungimea drumului optic.
Se obine in final:

A= A° —k1t+€Blcgk1 —ket _ ,—kpt 3
= Aetat 4 LGN (ot _ ooty ©)
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S-au estimat parametrii cinetici conform acestudelei s-a observat o bdrconcordarti
intre datele experimentate modelul fitat (valorile coeficientului de detennaire fiind cuprinse
intre 0,936i 0,987).

S-au analizat progu de readie prin spectrometrie FTIRi spectrometrie de fluoresaén
Cu raze Xsi s-a ajuns la concluziaiqrecipitatul poate came MnG; si rest de ftalocianii iar
faza apoas(de interes pentru apligde noastre) nu mai caime ioni de Cui Mn.

Metoda de degradare cu KMa@ mediu bazic a fost tesiaatat in condiile Tnlocuirii
NaOH cu solte chelex 5% de pH 11, céat pe ati colorani din clase diferite. S-au utilizat
acelea condiii de reagie stabilite anterior ca fiind optimg s-a urndrit reagia timp de 150
minute. Metoda este eficienta pentru toate tiputdecolorafi, obtindndu-se grade de decolorare
cuprinse intre 43i 90% dug 60 minute de reae.

Mai departe, colorai oxidati cu KMnO, in mediu bazic au fost din nou tgstpentru
efectul inhibitor asupra refiei de amplificare PCR, prin metoda Real Time PGmRrindu-se
valorile Gr pe canalul galben al instrumentului deisurare (Q Rotor Gene). S-a constat ¢
niciunul nu mai avea valoarer€ompatibif cu efect inhibitor PCR ( > 31). De asemenea, & fos
investigat efectul KMn@ ca posibil inhibitor in acelgacondtii, demonstrandu-seacnu are
niciun efect asupra reactiei PCR.

Urmatorul obiectiv a fost aplicarea acestei metode b biologice cu ftalocianing
alti colorarti din denim. S-au testat il probe de sal®, de concenttge cunoscui, de la
persoane cu profil ADN cunoscut, amestecate cutakeicianineCuPcS4BCuPcsi Cl-aCuPc.
Conform rezultatelor anute, expuse in tabelul 1.1, metoda a avut su@nespecial pentru
probele cu ftalocianine cu efect inhibitor oxidateKMnQO, [28].

Profil genetic
) Cantitate complet? / Iniltimea
Proba ADN Cantitate Valoare C; extract (numir de medie a
ADN (ng/uL) . : -
utilizat (uL) markeri picurilor
genetici)
Saliva + BCuPcS4 0,161 32,4 6 Nu (5) 354
fara KMnO,
Saliva + BCuPcS4 0,087 30,2 9,5 Da (16) 5345
+ KMnO,
Salivd + BCuPc 0,032 32,0 9,5 Nu (12) 323
fara KMnO,
Salivd + BCuPc 0,145 29,9 7 Da (16) 1076
+ KMnO,
Saliva + Cl-aCuPc 0,170 30,6 6 Da (16) 1223
fara KMnQ,
Saliva + Cl-aCuPc 0,226 30,5 4,5 Da (16) 1343
+ KMnO,

Tabelul nr. II.1. — Rezultatele gbute din analizele genetice ale probelor biologiogestecate cu ftalocianine.

Apoi metoda a fost aplicatcu successi pe probe biologice (sénge, salivcelule
epiteliale) fixate pe denim albastru inchis. S-awuf tesldri si pentru acelea tipuri de probe
fixate pe denim albastru deschis darifmari difereme intre rezultatele oimute din probele
biologice tratate cu permanganatele fira permanganat, datafjtprobabil, cantitii scazute de
colorant din denim. Toti, in cazul celulelor epiteliale fixate pe deninbadtru deschis, s-a
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remarcat o amplificareaseati, conform figurii I1.3, cauzatde doi factori: cantitate insuficient
de ADN matria si prezena inhibitorilor. In figura 11.4. sunt prezentateeetroforegramele
corespunitoare probei biologice de refetinfamplificare resita) pentru compara.
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Figura 11.3 - Electroforegramele pentru proba biida (celule epiteliale) depéaspe denim albastru deschis,
netratai cu KMnQ,. Amplificare esuata a probei: 4 loci fals homozigigmarcai cu rosu), 4 loci cu dezechilibru
heterozigot (maraacu violet), o alel drop-out (marcatcu verdeki un produs stutter cu dhime de alel (marcat

Cu negru) - rezultate care nu pot fi luate in aberare pentru identificare ADN.
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In concluzie, metoda de oxidare a inhibitorilor PCR din catémamolorani textili cu
permanganat de potasiu este eficdemfectul inhibitor al colorafior textili poate fi inkturat
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chiar si prin metoda de extrge convemionalhi Chelex, fira alte etape de purificare, prin
oxidarea acestora cu permanganat de potasiu, aimeit izolarea ADN-ului. Permanganatul de
potasiu nu afecteaantegritatea moleculelor de ADN. Reducerea caitile colorant textil se
poate urrdri cu ochiul liber prin dispatia in timp a culorii. ADN-ul nu se degradéadac st
mai mult timp la 56°C. in plus, permanganatul de potasiu poate fiugdt suplimentar, cu
prelungirea timpului de incubare, @@l dispariia vizibila a culorii supernatantului care gore
moleculele de ADN. Acest sistem chelex/permangastd mai convenabil din punct de vedere
economicsi poate mai eficient pentru probele biologice fexaie materiale textile decat alte
proceduri mai scumpg de durai mai mare.
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