BIOLOGIE MOLECULARA - Metode experimentale

Marius Mihasan, Marius Stefan, Zenovia Olteanu

Prefata de Gheorghe Benga

BIOLOGIE _
MOLECULARA

metode experimentale

Editura Universitatii ,,Alexandru loan Cuza'* lasi

Descrierea CIP a Bibliotecii Nationale a Romaniei

MIHASAN, MARIUS, STEFAN, MARIUS, OLTEANU, ZENOVIA
Biologie moleculara: metode experimentale / Marius Mihasan,

Marius Stefan, Zenovia Olteanu; prefa 4 de Gheorghe Benga. — Iasi:

Editura Universitatii ,,Al.I. Cuza”, 2012

Bibliogr.

ISBN 978-973-703-816-6



CUPRINS

PREFATA de GHEORGHE BENGA ........cc.ooooeessssrneeeesssssssssssssssssssssssssssssssssessss XI
INTRODUCERE.......ccinmmnmmnmmsnssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssassnns 1

I. TEHNICI DE BAZA UTILIZATE IN LABORATORUL DE BIOLOGIE

MOLECULARA ......ooomsreerssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssass 3
1.1 Sticlaria si instrumentele din materiale plastice........cccccvveeemnceceiririenencccceeeeeeeenannn. 3
Siliconarea sticlariei si a instrumentelor din materiale plastice.........ccccccecvveeecieeennnenn. 4
Spalarea si uscarea vaselor de [aborator ..........ooevviiiiee e 5
1.2 MASUrarea VOIUMEIOT........ccuveeeeeeeiieeneienieeiieeeieemeeenieeemeeemeeemeeemmessesesssssseessesssessssesnes 6
Masurarea volumelor cu ajutorul Pipetelor......ccccv e ciee e 7
(IR 3V = E 0T T =t T 4 = T =] o T PP 12
Instructiuni privind utilizarea balantei electronice analitice ........cccccoevcveiiviieeincinennns 14
IR 0T VT T T 15
Instructiuni privind utilizarea centrifugii.........cccoceeeeiieeeeiii s 16
1.5 Tehnici de baza folosite pentru manipularea microorganismelor.......................... 17
MASUFi de DIOSECUNTAtE ...veiireerie ettt sae e s saeesaee s 17
TehNiCi de STEIIlIZArE «..eeeiiieeeee e s saee s 21
II. METODE DE CULTIVARE A BACTERIEI ESCHERICHIA COLLI....... 29
Il. 1 Medii utilizate pentru cultivarea bacteriei Escherichia cOli .............ccuueeeeeneernannns 30
Medii de cUlturd MINIMAlE......cocviiiiiiie e sareas 31
Medii de cUlturd COMPIEXE ......oceeeeeeeiee et et 33
Medii de CUIUIE SOIIAE ..c..veiiieeriieiiecee ettt s 36
Medii MINIMalE SONITE......ciiiiiiiiee e e 36
Medii de culturd complexe SOlide ........ccevveeieciiiiree e 36

AT A ACOPEIIIE ..eeeeieitteeie ettt ettt ettt e e bt e e bt e st e e sabe e s bt e s beesbeesateesasesneean 37
Agar de conservare prin TNTEPAre ......ccceceerreerieerieeree ettt 38

Antibiotice utilizate la prepararea mediilor de cultura...........cccccceieiiieeeiiieeeciee e, 39



VI Cuprins

Il. 2 Cultivarea E. coli pe medii solide..........ccceiiiiiirmmiiciiiiiiireccccnnrrernenecceeeeeeeenanns 41
Tnsdmantarea la suprafata mediilor de culturd solide ...........cccceeveeeeeeereiieeeeeeeeene, 42
insdmantarea in profunzime a mediilor de culturd solide........cccoceveveveveverereeeeeeennens 44

Il. 3 Cultivarea E. coli in medii lichide..........cccoiriirrrmiiiiiiiiiinnnnniiiinneesee. 47
Inocularea si cultivarea folosind volume mici de mediu.........cccccoocveeeeciieeeciieecciieen, 47
Inocularea si cultivarea folosind volume mari de mediu ........cccccceeveeeciieeeciieeciee, 48

1.4 Monitorizarea cresterii bacteriei E. coli in mediile lichide.........cc.ccceveuueeecennnnnnee. 48
Determinarea densitatii optice cu ajutorul spectrofotometrului .........ccceeeecvveeennenn. 49
Determinarea densitatii optice cu ajutorul hemocitometrului........cccccccvveveeeeiineen. 51
Determinarea numarului de bacterii prin cultivare in placi Petri ......c..ccccevevveeevieene 52

Il. 5 Pastrarea culturilor de E. €COli.......cceuuuuiiiiiiiiniennnnisiiiniiinnennnssiiniineesssssssnssnnessenes 54
Pastrarea prin coNGElare 1a -80°C.......cuevoueueeieeeeeeeeeeeee ettt 55

III. PLASMIDE S$I TULPINI DE ESCHERICHIA COLI UTILIZATE

FRECVENT IN BIOLOGIA MOLECULARA........coosmuerserssrssssssssssssssssnsss 57
11l.1 Vectori plasmidiali utilizati frecvent in ingineria genetica............cccevviviiiiiiinnnnnns 59
Principalele caracteristici ale vectorilor plasmidiali utilizati in ingineria genetica...... 61
VECTOTUI PUCTLOC. . i ittt ettt ettt ettt et e e e et e e e e eave e e eateeeebaeeeensaeeeenneas 61
Vectorul PBIUESCIIPE I SK (47-) veerieiieeeie et eeteeeree st eete et esre et ene e taeeereeeans 62

AV Yoo U] o] = R - SR 62
VECTOTUI PIMAL-CEX . uutvieiieieeeiteee ettt e eeteeesetteeeseteseeaeeeesateeeesnsaeesnanaesnsseesanssesennnnes 62

111.2 Tulpini de Escherichia coli utilizate frecvent in ingineria genetica....................... 63

IV. METODE SI TEHNICI FOLOSITE PENTRU IZOLAREA §I

PURIFICAREA ADN-ULUL......coiiiiminnensmssnissssesssnssssssssssssssssssssssssssssassasns 73
IV.1 Izolarea ADN-ului plasmidial .......cceeeeeiiiiiiiiiiiiniiiiiiniiinereressseesseesneees 75
Izolarea ADN-ului plasmidial folosind metoda lizei alcaline.........cccceevvveiiviveeinienn. 76
Izolarea ADN-ului plasmidial utilizand metoda lizei prin fierbere.........ccccecoerieenienns 81
IV.2 1zolarea ADN-UlUi 8ENOMIC .......cieeeriiieieiiieceinrre e rreeeerene s renns s rennseessnnssessnnnnes 84
Izolarea ADN-ului genomic din bacterii .........coocuieiiiiiiieeiie e 85
Izolarea ADN-ului genomic din Plante ......cccveeciee e 90
Izolarea ADN-ului din {esuturi animale.........cccccuereiiieeceiiee e 95

IV. 3 Purificarea ADN-ului din solutii aQpoase......cccccccceiiiiiiiiiiinnnniiiiniinnenennniienneene. 100



Cuprins vl

IV. 4 1zolarea ADN-ului din geluri de agaroza............ccceeeiiiiiiieieeciccininneeennncccceneeeenns 103

IV. 5 Pastrarea ADN-ului purificat .......ccccccecriiiiiiiiiirneiiiiiniinnnenniecenineeneessieeene 107

V. AMPLIFICAREA ENZIMATICA IN VITRO A

ACIZILOR NUCLEICI .....coerrtrsessssssssrsssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 111
V.1 Amplificarea enzimatica in vitro a ADN-ului sau PCR........ccccceeeiiiriiirrennnniiiininnenne 113

Amplificarea enzimatica in vitro a fragmentelor de ADN de pandala4 kb................ 116
V.2 Criterii pentru alegerea oligonucleotidelor amorsa (primer).........cccoevereeriiennnne 126

VI. DETERMINAREA CONCENTRATIEI ACIZILOR NUCLEICI IN

SOLUTIE.....c ot itiimsmsansessnssssssssssassssssssssssssssassssssssssssssssnssssssssssnsssssssssssssnsnssnnss 133
V.1 Determinarea concentratiei acizilor nucleici prin spectroscopie UV-VIS............. 133
Determinarea concentratiei acizilor nucleici prin spectroscopie UV ......cc..ccccueeuee. 134
V.2. Determinarea concentratiei acizilor nucleici prin fluorimetrie.......................... 138
Determinarea concentratiei acizilor nucleici folosind bromura de etidiu................. 139
Determinarea concentratiei acizilor nucleici folosind metoda cu folie din plastic....141
Determinarea cantitatii de ADN pe geluri de agaroza ........ccceceeeevcveeeenciieeeecrnee e, 143
VII. SEPARAREA ELECTROFORETICA A ADN-ULUI.....coonmrerueraens 147
VII. 1 Electroforeza clasica in geluri de agaroza ..........ccooevviiiiiiiniiiniinniiinniinnnnnnnnnnnnn. 150

VII. 2. Separarea ADN prin electroforeza in gel de poliacrilamida cu gradient de agent

Lo L= 0 E= 1T T N 157
VII.3 Detectia ADN-ului in geluri de agaroza ........ccceeeeeeeiiiiiiieenennsccinneneeeennncccenneeenes 168
Detectia ADN-ului folosind bromura de etidiu .......ccceeeeiiieeicciiiciee e 169
Detectia ADN-ului in geluri de agaroza folosind coloranti de tip SYBR..................... 171
Detectia ADN-ului in geluri de agaroza folosind albastrul de metilen ...................... 173

VIII. PURIFICAREA PROTEINELOR PRIN CROMATOGRAFIE DE
AFINITATE FATA DE METALE ......coueneerusseessssesssssesssssessssssssssssssssssesss 177

VIII.1 Strategii de clonare a genelor in vectori de expresie .....ccccceeeeeriiinrennnniiiiernnens 181

VIII.2 Identificarea conditiilor optime de supraexpresie a proteinelor recombinate. 186



VIIIL Cuprins

VIII.3 Purificarea prin IMAC a proteinelor recombinate in conditii native................. 192
VIII.4 Purificarea prin IMAC a proteinelor recombinate in conditii denaturante....... 198

VIII. 5 Determinarea maselor moleculare native utilizind cromatografia de filtrare prin

L= L1 (1 2 P PPUTPRRPRPTRIRt 200
Determinarea maselor moleculare native utilizdnd cromatografia de filtrare prin gel
.................................................................................................................................. 206
Calibrarea coloanei de GF si calcularea maselor molare .........cccceeeeeveeiciieeccieeeens 208

IX. DETERMINAREA CONCENTRATIEI PROTEINELOR...........ccceueu. 215

IX.1 Determinarea concentratiei proteinelor prin spectroscopie UV...........cccceeeeeeens 216

IX.2 Metode colorimetrice de determinare a concentratiei proteinelor................... 219
1Y/ L=l oo = T o1V Y7 Y 2RSSR 219
Metoda Bradford ........ceeeieiiieiiie et s 224

Micrometoda Bradford de dozare a concentratiei proteinelor...........cccceeevveenne 227
Metoda cu acid bicinchoninic (BCA) ......eocvieeieecieeee ettt s 229
Micrometoda BCA de dozare a proteinelor .........occceeevieeeeecieecceee e 231
Macrometoda BCA de dozare a proteinelor .......cccceeveerieeriieeneeenienee e 232

IX.3 Realizarea curbelor de etalonare si prelucrarea datelor ..........ccccceevviiiiiiiiennnnnns 234

X. SEPARAREA ELECTROFORETICA A PROTEINELOR ....covevnevnene 241

X.1 Electroforeza nativa a proteinelor in sistem discontinuu .......ccceeececiiiireeennenneens 243

X.2 Electroforeza proteinelor in conditii denaturante (SDS-PAGE) ..........ceeeeeeeeeneennne 253

X.3 Detectia proteinelor separate prin electroforeza pe geluri de poliacrilamida..... 257
Colorarea gelurilor de poliacrilamida in vederea evidentierii proteinelor................ 257

Colorarea cu Comassie Brilliant Blue R-250.......c.ccccuverieiiieeneenieesiieenee e sieenns 259
Colorarea cu argint a gelurilor de poliacrilamida...........ccoceeeiiiieeciiiicciee e, 261

X.4 Fotografierea gelurilor si analiza imaginilor. Stabilirea masei moleculare relative



Cuprins IX

Obtinerea anticorpilor policlonali folosind adjuvantul Freund.........ccccccccveeeiveeenes 275
XL2 IMUnobIOting-Ul...ccceuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieeieicesireesneessseenresnnsssssssssssssnnsssssssssnes 278
Electro-transferul proteinelor pe membrane in sistem semi-uscat.........ccceecvveeneen. 279
Imunodetectia proteinelor transferate pe membrane de nitroceluloza................... 282

XII. METODE COMPUTATIONALE DE STUDIU A PROTEINELOR.285

XIl.1 Figiere FASTA si operatii Simple cu SECVENte......ccceeeeeeiiiiiiiirrenncciseeeneennnnneeens 286
XIl.2 Baze de date cu informatii despre proteine......cccccceeeeiiiiiiiiireeiiiiiniinneeenniieennn 290
Baze de date CU SECVENTE PrOTEICE ..oovvieeeeiiee ettt e e e 291
Baze de date cu StruCtUri ProteiCe .......ciiviiieieieriieiieeee ettt 294

XIl.3 Identificarea functiei proteinelor necunoscute cu ajutorul programului BLAST .295

XIl.4 Modelarea computationala a structurii tridimensionale a proteinelor ............ 308
Programe, servere Si MetaserVere ......coovveeeeeeeeeieeerecc e eeeeeeeeees 311
Aplicatii ale metodelor de modelare a structurilor tridimensionale a proteinelor ..316

XII.5 Modelarea computationala a complecsilor liganzi-proteine...........cccceveeennnnns 316
Problematica andocarii MOIECUIAre ........ccuvvieiiieiniieee e 317
Evaluarea rezultatelor obtinute prin andocare moleculara computerizata.............. 324
Aplicatii ale andocarii MOIECUIAre. ........cooviiiiiiiieeeeee e 324



PREFATA

Biologia moleculard poate fi definitd cel mai simplu ca fiind un
concept de studiere a materiei vii prin prisma relatiei structura-functie la
nivel molecular. Este un concept ce a revolutionat stiintele biologice si
medicale incepind cu a doua jumatate a secolului XX. Dar pe langa noile
cunostinte teoretice, revolutia produsa de biologia moleculard a fost
posibild si datoritd introducerii de noi metode si tehnici de laborator.
Toate lucrarile experimentale de biologie moleculard implica utilizarea
unor astfel de metode si tehnici. De aici rezulta si necesitatea unor carti
care sd-1 ajute pe cercetatori in munca zilnicd la masa de laborator
(“bench”). In Romania nu cunosc si se fi scris o asemenea carte, care si
descrie toate metodele si tehnicile de biologie moleculara la modul practic
de lucru.

Efortul tinerilor colegi Marius Mihdsan, Marius Stefan si Zenovia
Olteanu de a redacta o astfel de carte mi se pare de aceea deosebit de
laudabil si rezultatul este o lucrare de mare valoare.

Merita subliniat ca sunt descrise pe de o parte unele tehnici de
baza in laboratorul de biologie moleculard (dar si in laboratoarele de
analize biomedicale, de biochimie si chimie clinica, de microbiologie, de
biofizicd etc), precum: pregatirea sticlariei si a vaselor de laborator,
masurarea volumelor, a maselor, centrifugarea, tehnicile de baza folosite
pentru manipularea microorganismelor, metodele de determinare a
proteinelor, separarea electroforetica a proteinelor, tehnici de imunologie
(obtinerea de anticorpi policlonali, imunodetectia proteinelor transferate
pe membrane de nitroceluloza) etc. Pe de altd parte sunt descrise metode
specifice biologiei moleculare: plasmide si tulpini de Escherichia coli
folosite frecvent in biologia moleculard, izolarea ADN-ului, purificarea
proteinelor prin cromatografie de afinitate, metode computationale de
studiu a proteinelor.

Descrierea metodelor si a tehnicilor este foarte bine facuta, de la
principiile teoretice, avantajele si limitele, pand la descrierea concretd a
materialelor necesare si a modului de lucru.

In acest fel cartea este un valoros ghid pentru lucrul in laborator,
atat pentru incepdtori (studenti, masteranzi, doctoranzi), cat si pentru
avansati (cercetatori postdoctorali, cadre didactice din invatamantul
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superior, tehnicieni de laborator cu experientd) si trebuie sa se afle pe
masa de lucru din laborator (ori aproape de masa de lucru).

Fiind eu insumi autor al unei carti pentru laboratoarele clinice (Ion
Manta, Mircea Cucuianu, Gheorghe Benga, Adriana Hodarnau, Metode
biochimice in laboratorul clinic, Editura Dacia, Cluj-Napoca, 1975) si al
unui indrumator pentru lucrarile practice cu studentii (Gh. Benga -Ed.-
Indrumdtor pentru lucrdrile practice de biologie celulard si moleculard,
Editura Carpatica, Cluj-Napoca, 1997) imi dau bine seama de dificultatea
scrierii unei astfel de carti si apreciez efortul foarte mare depus de autori.

Recomand cdlduros lucrarea scrisd de cei trei autori tuturor
categoriile de cititori (si utilizatori) mentionati mai sus, dar si celor care
nu aplica sau nu vor aplica niciodatd metodele si tehnicile de laborator ale
biologiei moleculare, dar care vor sa se orienteze in metodele si tehnicile
laborator de biologie moleculara, spre a Infelege mai bine aplicatiile
acesteia in stiintele medicale si biologice.

Cluj-Napoca, 12 noiembrie 2012

Prof. Univ. Dr. Dhe. Gheorghe Benga

Membru corespondent al Academiei Romane

Membru Titular al Academiei de Stiinte Medicale din Romania

Medic specialist de Laborator Clinic, Chimist,

Medic primar de Genetica Medicala,
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INTRODUCERE

Daca biologia clasica s-a dezvoltat si a atins nivelul de cunoastere
de astazi prin folosirea cu precadere a ,,studiilor observationale”, biologia
modernd se bazeaza in mod fundamental pe notiunea de ,,experiment” si
pe procesul de ,,experimentare” in scopul dobandirii de noi informatii si
cunostinte. Experimentul are rolul de a verifica validitatea unei ipoteze
formulate in prealabil utilizdnd pentru aceasta un ansamblu de tehnici si
metode. Reusita unui experiment, adicd formularea fard echivoc a unei
concluzii legate de ipoteza de testat, depinde in mare masurd de
capacitatea cercetdtorului de a concepe un model de studiu, de a alege si
de a utiliza in mod corect una sau mai multe metode de investigatie.

Majoritatea lucrarilor de profil din ultima decadd, care descriu
metode si tehnici de laborator utilizate in biochimie, enzimologie,
biologie celulard si moleculara, au fost realizate cu precddere in scopuri
didactice, fiind utilizate ca suport pentru prelegerile teoretice. Metodele
experimentale sunt reduse frecvent la un set de indicatii simple si clare pe
care studentii sd le poatd urma cu usurintd. Lipsa unor informatii generale
despre principiile teoretice si aplicabilitatea metodelor dau insd o falsa
impresie de imuabilitate a protocoalelor experimentale, ceea ce face ca
experimentatorul sa fie pus deseori in dificultate atunci cand trebuie s
adapteze metoda in mod specific.

In acest context, lucrarea de fata se doreste a fi un ghid detaliat al
unor metode-cheie, utilizate frecvent in biologia moleculara, concentran-
du-se nu numai pe simpla formulare a unor protocoale experimentale, ci
si pe explicarea principiillor din spatele fiecdrei metode in scopul
precizarii spectrului de aplicabilitate si a rezultatelor scontate. Fiecare din
metodele prezentate au fost testate si utilizate de catre autori in cadrul
Laboratorului de Biochimie si Biologie Moleculard al Facultatii de
Biologie, Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi. Modul de
prezentare este adaptat specificului fiecarei metode in parte, cuprinzand in
general cinci sectiuni distincte:

1.  principiul metodei — oferd informatii legate de bazele teoretice ale
metodei utilizate;

2. avantaje — furnizeazd informatii legate de domeniul de aplica-
bilitate al metodei, rezultatele asteptate corelate cu date legate de
sensibilitate, randament etc.;
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3. limitari — prezintd conditiile In care metoda nu poate fi aplicata,
dezavantajele sau inconvenientele sale in comparatie cu metode
similare;

4. materiale necesare — contine lista completa a reactivilor, materia-
lelor, instrumentelor si aparaturii necesare, alaturi de instructiuni
legate de prepararea reactivilor si indicatii privind potentialele
pericole care pot sa apara in laborator;

5. mod de lucru — oferd indicatii simple si precise privind suita de
operatii care trebuie efectuate pentru obtinerea rezultatelor finale.
Prin continut si structurd lucrarea se adreseaza cu precadere

studentilor care frecventeaza studiile masterale si de doctorat, cerceta-
torilor post-doctorat, cadrelor didactice care coordoneaza lucrarile de
disertatie si doctorat, tinerilor angajati in activitatea de cercetare, care fac
primii pasi in domeniul stiintelor vietii, precum si specialistilor din
domenii conexe. Prin aspectele teoretice abordate, prezenta lucrare poate
fi utila si cercetatorilor si tehnicienilor cu experientd care au deprins si
utilizeaza aceste protocoale de ani buni, dar care nu au acordat suficienta
importantd cunostintelor teoretice care fundamenteaza metodele
respective. Putini vor fi cei care vor parcurge aceasta lucrare de la un
capat la altul, dar sperdam ca o vom regasi pe masa de lucru a cat mai
multor cercetatori, functionand ca un ghid pentru selectia, dezvoltarea si
adaptarea protocoalelor experimentale la nevoile specifice ale
experimentatorului.

Mesajul final pe care aceasta lucrare doreste sa il transmita este ca
reproducerea 1n detaliu a fiecarei etape a unui protocol nu este suficienta
pentru utilizarea cu succes a acestuia. Este mai important poate de
cunoscut cum functioneaza, in ce conditii se poate utiliza, ce informatii
poate si ce informatii nu poate sd ofere o anumitd metoda, precum si care
sunt parametrii critici de care trebuie sd se tind cont la utilizarea unei
tehnici experimentale.

Multumim anticipat celor care vor transmite sugestii, observatii si
recomandari care sa conducd la completarea acestei lucrari in scopul
imbunatatiri unei viitoare editii.

Autorii



Textul complet este disponibil in format electronic gratuit. Nu ezitati sa ma
contactati in aceasta directie prin e-mail la adresa:

marius.mihasan@uaic.ro


mailto:marius.mihasan@uaic.ro

ANEXA

TABEL A1. Multipli si submultipli ai unitailor de masura

Prefix Factor de multiplicare Abreviere
Atto 10" a
Femto 107" f
Pico 10-"2 p
Nano 107 n
Micro 10° 1)
Mili 107 m
Centi 107 c
Deci 10"

Deca 10 da
Hecto 10° h
Kilo 10° k
Myria 10* my
Mega 10° M
Giga 10° G
Tera 10" T
Peta 10" P
Exa 10 E
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TABEL A2. Tabel de conversie a celor mai utilizate unitati de volum

Pentru a converti: in: se multiplica cu:

Centimetri cubi (cm®)  Microlitri (pl) 10°
Mililitri (ml) 1
Litri (1) 10°
Galoane (US) 2.641x 10™
Metri cubi (m’) 10°
Picioare cubice (cubic feet, 3,531 x 10°
ft)
Inchi cubici (cubic inches 6,102 x 107
(in.”)

Litri (L) Microlitri (ul) 10°
Mililitri (ml) 10°
Galoane (US) 0,2642
Centimetri cubi (cm®) 10°
Metri cubi (m?) 10°
Picioare cubice (engl.cubic 3,531 x 107
feet, ft°)

Inchi cubici (engl.cubic 61.02
inches (in.’)

Mililitri (ml) Litri (1) 107
Microlitri (ul) 10°
Microlitri (ul) Mililitri (ml) 107

Litri (1) 107
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TABEL A3. Tabel de conversie a celor mai utilizate unitati de masura
Pentru a converti din: in: se multiplica cu:

Concentratia
Miligrame per litru (mg/1)
Distanta

Centimetri (cm)

Inchi (in)

Milimetri (mm)

Angstromi (A)

Curentul si sarcina
electrica

Amperi pe centimetru
pétrat (A/cm?)

Parti pe milion (ppm) 1

Picioare (engl. feet, ft) 3,281 x 10

Inchi (in.) 0,39

Metri (m) 107
Milimetri (mm) 10

Yarzi (yd) 1,094 x 10
Centimetri (cm) 2,54
Picioare (engl. feet, ft) 8,333 x 10~
Metri (m) 2,540 x 107
Milimetri (mm) 25,4

Yarzi (yd) 2,778 x 10
Centimetri (cm) 0,1

Picioare (engl. feet, ft) 3,281 x 107
Inchi (in.) 3,937 x 107
Metri (m) 107
Nanometri (nm) 0,1

Metri (m) 107"
Picometri (pm) 100

Amperi pe inci patragi 6,45
(A/in®)

Amperi pe metru patrat 10
(A/m?)
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Pentru a converti din:

A

m:

se multiplica cu:

Amperi pe inci patrati
(A/in%)

Amperi ora (A-hr)

Coulombi (C)

Coulombi pe centimetru
patrat (C/cm?)

Coulombi pe inci patrat
(C/in’)

Faraday (F)

Presiunea

Atmosfere (atm)

Bari (bar)

Milimetri coloana de Hg
(mmHg) sau torri

Amperi pe centimetru
patrat (A/cm?)

Amperi pe metru patrat
(A/m?)

Coulombi (C)

Faraday (F)

Faraday (F)

Coulombi pe inci patrat
(C/in®)

Coulombi pe metru
patrat (C/m?)

Coulombi pe centimetru
patrat (C/cm?)

Coulombi pe metru
patrat (C/m?)

Amperi-ora (A-hr)
Coulombi (C)

Bari

Milimetri coloana de Hg
(mmHg) sau torri

Atmosfere (atm)
Kilograme pe metru

patrat (kg/m?)

psi
Atmosfere (atm)

Kilograme pe metru
patrat (kg/m?)

0,16
1,55 x 10°

3,6x 10°
3,731x 107
1,036 x 107
64,52

10*
0,16
1,55 x 10°

26..8
9,649 x 10™

1,01
760

0,99
1,020 x 10*

14,5
1,316 x 107

136
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Pentru a converti din:

A

m:

se multiplica cu:

Pascali (P)

Rezistenta electrica
Ohmi (QQ)

Timp

Zile

Temperatura
Grade Kelvin (K)

Grade Celsius (°C)

Grade Fahrenheit (°F)

Viteza

Centimetri pe secunda
(cm/s)

Newtoni pe metru patrat

(N/m?)

Megaohmi (MQ)
Microhmi (pQ)

Ore (hr)
Minute (min)

Secunde (sec)

Grade Celsius (°C)
Grade Fahrenheit (°F)

Grade Kelvin (°K)
Grade Fahrenheit (°F)
Grade Celsius (°C)

Picioare pe minut
(ft/min)

Picioare pe secunda
(ft/sec)

Kilometri pe ora (km/hr)
Metri pe minut (m/min)

Mile pe ora (miles/hr)

Mile pe minut
(miles/min)

1

10°
10

24
1,44 x 10°
8,64 x 10*

K-273,13

[(K —273,13) x
951 + 32

°C +273,13
1,8 x°C + 32
(F -32)/1,8

1,2
3,281 x 107

3,6x 107
0,6

2,237x 107
3,728 x 107
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TABEL A4. Date generale privind concentratia aproximativa a diversilor
constituenti intracelulari dupa Ausubel et al., 2002 (1)

Macromolecule (proteine, acizi nucleici, poliglucide)  22% (w/w)

Molecule mici

Apa 70% (wW/w)
Monoglucide 3% (w/w)
Lipide 2% (W/W)
Aminoacizi liberi 0,4% (W/w)
Nucleotide 0,4% (w/w)
Ioni anorganici 1% (W/w)
Na' 5-15 mM
K' 140 mM
Mg 30 mM
Ca™* 1-2 mM
Cr 4 mM

pH 7,4
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TABEL A5. Factori de conversie utilizati frecvent in studiul proteinelor si acizilor
nucleici

Masa molara medie a unei perechi de baze = 649 Da
1 kb de ADN codifica 333 amino-acizi, adica = 36.000 Da

1 fragment de 1 kB este echivalentul a 6,5 x 10° Da ADN dublu catenar,
33x 10° Da ADN mono catenar sau 34x 10° Da ARN monocatenar

1 ng/ml ADN contine 3,08 uM fosfat

1 pg/ml ADN cu dimensiunea de 1 kb contine 3,08 nM capete 5’
Iumol pBR322 (4363 bp) este echivalent a 2,83 g

Masa molara medie a unui aminoacid = 110 Da

10 kDa dintr-o proteind contine = 91 aminoacizi si este codificata de ~ 273
nucleotide
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TABEL A6. Modul de notare prescurtata a nucleotidelor

Prescurtare Nucleotida

Adenina

Citozina

Guanina

Timina

Uracil

Adenina sau Citozina
Adenina sau Guanina
Citozina sau Guanina
Citozina sau Timina

Guanina sau Timina

< AR<wuwmzdH0AO»

Adenina, Citozina sau Guanina (oricare, exceptand
Timina)

s

Adenina, Citozina sau Timina (oricare, exceptand
Guanina)

D Adenina, Guanind sau Timina (oricare, exceptand
Citozina)

B Citozina, Guanina sau Timina (oricare, exceptand
Adenina)

N Oricare din cele cinci nucleotide
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180 — 90,000 —— 21,000 —
r 20,000 ——
T 50,000 —— I
150 4 T 15.000 -
I 10,000
+ 16,000 —— -
100 — 1
00 5000 +
o | |
o 5000 —+—
70 +
1000
60 1
500 —— i
S0 |
200 | 2000
40 -
100
50
40 +
0 T 0 1 1000 ——
20 +
25 | 157 L 750 L
Raza rotorului Forta centifugala Viteza de rotatie
(mm) relativa {rpm)
(x 9)

FIGURA A1. Nomograma pentru conversia fortei centrifuge (g) in viteza de rotatie
(rpm).
Pentru a identifica pe nomograma o valoare necunoscutad se fraseaza o dreapta
descrisa de doua puncte de pe celelalte doud coloane. Valoarea dorita se citeste la
intersectia dreptei cu coloana de interes. Pentru centrifugari la viteze mai mari se
foloseste nomograma din figura A2. Pentru valori precise, se utilizeaza ecuatia
prezentata in subcapitolul dedicat centrifugarii, pagina 15.
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FIGURA A2. Nomograma pentru conversia fortei centrifuge (g) in viteza de

rotatie (rpm).
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10,000
Viteza de rotatie
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Pentru a identifica o valoare necunoscuta folosind nomograma reprezentata in figura se
traseaza o dreaptd descrisa de doud puncte de pe celelalte doua coloane. Valoarea
dorita se citeste la intersectia dreptei cu coloana de interes. Pentru valori precise, se

utilizeaza ecuatia prezentata in in subcapitolul dedicat centrifugarii, pagina 15
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«Zral
A *Aatll
EcoO109IN del
BstAPI
*Kasl
#Narl
Sspl «Sfol

H dIII g&flA'
n
EcoRI Pstl, MCS
incll

BspMI Accl

*Begl Scal
BsaXI
BspQl Sapl
AfllIl Pecil
NmeAlll
‘BsrFlI Bpml! Bsal
Ahd|
B BseYI
AlwNI
Pstl Sphl
*EcoRI Sacl Kpnl  -BamHI Xbal *Sall Sbfl Hindlll
5 .. GCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAG .3
+390 1 t400 1 F410 1 F420 1 F430 1 F440

3 .. CGGTCACTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCT.GGACGTCCGTACGTTC .5
Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Leu Thr Ser Arg Cys Ala His Leu

Sacl Kpnl BamHI Xbal Sbfl Sphl
+EcoRI Pstl
=Sall

FIGURA A3. Harta situs-urilor de restrictie a plasmidului pUC19c
A. organizarea generald a plasmidului (mes - situs multiplu de clonare; lacZ -
fragmentul N-terminal al genei ce codificd f-galactozidaza din calea metabolica a
lactozei; Ori - originea de replicare provenind din plasmidul pMB1; bla(AmpR) — confera
rezistenta la ampicilind) B. Secventa in zona MCS
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*NgoMIV
+*Nael
A *BtgZI
*BsaAl
#Dralll

Psil

*BsaHI

*Begl geal Hincll  EcoRV
#PaeR7l Alel
Kpnl  Bigl
*BamHI *Notl
pBlueScript Il SK - g ;Tsoli *Eag MCS
= Hindlll
NmeAlll 2958 bp «Clal E‘;?)‘?Fk'
*
piac) | NFP 85
Ahdl
<jﬂ§§6> BspQl Sapl
Peil
Afllll
BseY| Nspl
B AWNI P
#Sall EcoRV
=Apal =«Xhol =Accl =Clal Hindlll =EcoRI Pstl
5 .. GGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGG .3
I 660 I 670 I +680 1 F 690 1 F700 1 F710 I

3. CCGGGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCTATTCGAACTATAGCTTAAGGACGTCGGGCCCC .5
Gly Gly Arg Ser Thr Ser Pro lle Ser Leu Ser Ser lle Ser Asn Arg Cys Gly Pro

«Xhol =Sall «Clal Hindlll EcoRV Psil
=Accl *EcoRl

FIGURA A4. Harta situs-urilor de restrictie a plasmidului pBluescript Il SK —
A. organizarea generala a plasmidului (mes — situs multiplu de clonare; 1 ori — originea
de replicare provenind din fag; lacZ — fragmentul N-terminal al genei ce codifica -
galactozidaza din calea de metabolica a lactozei; Plac — promotorul sub controlul caruia
este pusa gena clonata; pUC ori - originea de replicare provenind de la plasmidul pUC;
bla(ApmR) — gena ce confera rezistenta la ampicilind) B. Secventa in zona MCS.
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+Eagl *EcoRI
A HinglliBamHI e
MCS +Sall BsoBI Styl Ndel
E0053k|Ava| Blpl Xbal
Sacl Notl * Byl
«SgrAl

Sphl
EcoNI
PfIMI

BstAPI

Scal
*Pwul #Bcll *Mlul
Pstl pET-21a
+Apal
5443 b P
Ahdl P
Hpal EcoRV
AlwNI +PshAl
PpuMI
B PAIFI Bpu10l
Tth111l
*Xhol *Not] Sacl
*Aval *Eagl Hindlll *Sall *EcoRl BamHI
5.. GGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCGCGA ...
+150 1 F160 ] F170 I F180 | F190 | 200 1

3 .. CCACCACCACGAGCTCACGCCGGCGTTCGAACAGCTGCCTCGAGCTTAAGCCTAGGCGCT ..
Pro Pro Ala Arg Thr Arg Gly Cys Ala GIn Arg Arg Leu Glu Phe Glu Ser Gly Arg

*Aval *Eagl Hindlll Sacl +*EcoRI BamHI
#Xhal *Notl #Sall

FIGURA A5. Harta situs-urilor de restrictie a plasmidelor pET-21a;

A. organizarea generala a plasmidului (mes - situs multiplu de clonare; f1 ori —
originea de replicare provenind din fag lacZ — fragmentul N-terminal al genei ce codifica
B—galactozidaza din calea metabolicd a lactozei; face posibila selectia alb/albastra prin
complementare alfa pe placi cu Xgal, ori — originea de replicare provenind de la
plasmidul pUC; lacl — represorul din operonul lac cu rol in controlul expresiei genei
clonate; bla(ApmR) — gena ce confera rezistenta la ampicilind) B. Secventa in zona
MCS.
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*BsmpFlI
Bpu10l
A #Mscl #Milul
PfIMI BstEll
*PspOMI
+Apal

Hpal
BsaX| *Sfol

@

BspQl Sapl
Pcil

@

Je3 d

PMAL-c5X

5677 bp Mfel
Bsu36l
Bgll BgIII Psil *BsiWl
*BmgBl
Bsml
Blpl
*Eco53kl
BspH Sacl
BsoBI
*Aval
Xmnl Eagl
Ndel *Ecorv. MCS
Styl =Sall
Ncol *Accl
*NotIBamHI
B B *EcoRV
Xmnl Ndel Neol “Notl +Sall BamHI *EcoRl
Val Asp Gly Ser Glu Phe

Gly Arg lle Ser His Met Ser Met Gly Gly Arg Asp lle
3

5 .. AGGGAAGGATTTCACATATGTCCATGGGCGGCCGCGATATCGTCGACGGATCCGAATTCC
1 t2ria 1 k2720 1 F2730 1 F2740

+2681 1 2690 1 +2700
3. TCCCTTCCTAAAGTGTATACAGGTACCCGCCGGCGCTATAGCAGCTGCCTAGGCTTAAGG .5
Xmnl Ndel Neol #Notl #*EcaRV +Sall BamHI +EcaRl

FIGURA A6. Harta situs-urilor de restrictie a plasmidului pMAL-c5X
A. organizarea generalda a plasmidului (mes - situs multiplu de clonare;
bla(ApmR) — gena ce conferd rezistentd la ampicilind; ori — originea de replicare
provenind de la plasmidul pBlueScript; laclq — represorul din operonul lac cu rol in
controlul expresiei genei clonate; P tac — promotorul sub controlul caruia este pusa gena
clonata; malE -maltose binding protein, proteina cu afinitate pentru maltoza din E.col;,
rrnBT1T2 - zona de semnalizare a sfarsitului transcriptiei B. Secventa in zona MCS.
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