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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 incepand cu a doua jumadtate a secolului XX. Dar pe langa noile
cunostinte teoretice, revolutia produsd de biologia moleculard a fost
posibild si datoritd introducerii de noi metode si tehnici de laborator.
Toate lucrarile experimentale de biologie moleculara implicd 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 molecularad 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
bazd in laboratorul de biologie moleculara (dar si in laboratoarele de
analize biomedicale, de biochimie si chimie clinica, de microbiologie, de
biofizicd etc), precum: pregéatirea 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 alta parte sunt descrise metode
specifice biologiei moleculare: plasmide si tulpini de Escherichia coli
folosite frecvent in biologia moleculara, 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 concreta 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 Tnvatamantul
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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 car{i 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.-
Indrumator pentru lucrarile 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 sd se orienteze Tn metodele si tehnicile
laborator de biologie moleculard, spre a intelege 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,
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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, adica formularea fara echivoc a unei
concluzii legate de ipoteza de testat, depinde in mare masura de
capacitatea cercetdtorului de a concepe un model de studiu, de a alege si
de a utiliza Tn mod corect una sau mai multe metode de investigatie.

Majoritatea lucrarilor de profil din ultima decada, care descriu
metode si tehnici de laborator utilizate in biochimie, enzimologie,
biologie celulard si moleculard, au fost realizate cu precadere 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 sa le poatd urma cu usurintd. Lipsa unor informatii generale
despre principiile teoretice si aplicabilitatea metodelor dau insa o falsa
impresie de imuabilitate a protocoalelor experimentale, ceea ce face ca
experimentatorul sa fie pus deseori in dificultate atunci cand trebuie sa
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 fiecarei metode in scopul
precizarii spectrului de aplicabilitate si a rezultatelor scontate. Fiecare din
metodele prezentate au fost testate si utilizate de cétre autori in cadrul
Laboratorului de Biochimie si Biologie Moleculara al Facultatii de
Biologie, Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din Iasi. Modul de
prezentare este adaptat specificului fiecarei metode 1n 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 completd 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 lucrdrile de
disertatie i 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 experienta care au deprins i
utilizeaza aceste protocoale de ani buni, dar care nu au acordat suficienta
importantd cunostintelor teoretice care fundamenteazd metodele
respective. Putini vor fi cei care vor parcurge aceasta lucrare de la un
capat la altul, dar speram cd o vom regasi pe masa de lucru a cat mai
multor cercetatori, functionand ca un ghid pentru selectia, dezvoltarea si
adaptarea protocoalelor experimentare 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 sa ofere o anumitd metoda, precum si care
sunt parametrii critici de care trebuie sd se tind cont la utilizarea unei
tehnici experimentale.

Mulfumim anticipat celor care vor transmite sugestii, observatii si
recomandari care sd conduca la completarea acestei lucrdri in scopul
imbunatatiri unei viitoare editii.

Autorii



I. TEHNICI DE BAZA UTILIZATE IN
LABORATORUL DE BIOLOGIE
MOLECULARA

I.1 Sticlaria si instrumentele din materiale
plastice

In laborator se prefera, in general, utilizarea instrumentelor si a
vaselor din sticla. Sticla utilizatd pentru confectionarea vaselor de
reactivi, a flacoanelor si paharelor este una termorezistentd care,
suplimentar, poate fi supusa unui tratament special in vederea obtinerii
unei suprafete cu aderentd si reactivitate chimica cat mai reduse. Desi
existd numeroase denumiri sub care se comercializeazad sticla din care
sunt confectionate instrumentele si vasele de laborator, ea are la baza
acelasi amestec de borosilicati de sodiu, magneziu, aluminiu si zinc
descris pentru prima datd de chimistul german Friedrich Otto Schott.
Inainte de utilizare, indiferent de tipul de sticld din care sunt confectio-
nate, toate instrumentele din sticla trebuie sterilizate.

Plasticul este un material care prezintd o serie de avantaje majore
comparativ cu sticla. In primul rand este mult mai usor, nu se sparge si
este mult mai ieftin de produs. Din aceste motive, instrumentele de
laborator din materiale plastice au reusit sd le inlocuiasca aproape complet
pe cele din sticla. Unele instrumente din plastic pot fi sterilizate Tnainte de
utilizare, Tnsd aceastd operatie este posibila numai pentru anumite tipuri
de materiale plastice (pentru detalii, consultafi sub-capitolul Tehnici de
sterilizare, pagina 21). De asemenea, desi recipientele din materiale
plastice (fie ca este vorba despre polipropilena, policarbonat sau Teflon)
sunt inerte din punct de vedere chimic, inainte de a le pune in contact cu
acizi, baze tari sau solvenfi organici este absolut necesara verificarea
pentru o compatibilitate generalda, specificatiile producatorului sau
site-ul web http://www.coleparmer.com/TechInfo/ChemComp.asppentru
compatibilitatea specifica).
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Siliconarea sticlariei si a instrumentelor din
materiale plastice

Toate operatiille de baza din laborator pot fi efectuate cu
instrumente si vase sterilizate, fard ca fenomenele de adsorbtie la
suprafata sticlei sau a plasticului si genereze probleme. In cazul
aplicatiilor sensibile, ce presupun manipularea unor cantititi foarte mici
de acizi nucleici sau proteine este Insa necesara acoperirea suprafetelor cu
un strat subtire de silicon. Pentru aceasta, se procedeazd dupa cum
urmeaza:

1. se amplaseaza obiectele ce trebuie siliconate intr-un exsicator de
dimensiuni mari; exicatorul se racordeaza la o pompa cu vid prin
intermediul unui tub prevdzut cu robinet si a unei capcane de
vapori;

2. pe o sticla de ceas amplasata in interiorul exicatorului se pipeteaza
1 ml diclor-dimetil-silan;

Diclor-dimetil-silanul  este toxic, volatil si foarte
inflamabil; toate operatiile se vor realiza in niga
chimica.

3. se porneste pompa si se aplica vid pana cand diclor-dimetil-silanul
incepe sa fiarba; apoi se deconecteazd pompa prin rotirea
robinetului conector i se apasa butonul de oprire; in interiorul
exsicatorului trebuie sa se mentina vid; este esential ca pompa de
vid sd fie deconectatd in momentul in care diclor-dimetil-silanul
incepe sa fiarba; In caz contrar, vaporii pot patrunde in pompa si
pot distruge iremediabil garniturile acesteia;

4. dupa evaporarea completd a diclor-dimetil-silanului (1-2 ore) se
deschide exicatorul in nisa chimica; instrumentele din sticla astfel
tratate se incubeazd apoi, timp de doud ore, intr-o etuva la
temperatura de 180°C; instrumentele din materiale ce nu permit
sterilizarea se spala cu apa distilata.

In cazul instrumentelor sau vaselor de dimensiuni mari, acestea se
pot silicona prin imersarea sau spalarea cu o solutie 5% de diclor-dimetil-
silan in cloroform sau heptan. Dupa evaporarea solventului, pe suprafete
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se depune un strat de diclor-dimetil-silan. In functie de natura materialului
din care sunt confectionateinstrumentele astfel tratate vor fi apoi spalate
foarte bine cu apa distilatad sau vor fi incubate timp de doua ore intr-o
etuva la temperatura de 180°C.

Spalarea si uscarea vaselor de laborator

Rezultatele analizelor de laborator, in special ale celor analitice,
depind in mare masurd de modul in care se curdtd vasele utilizate. Vasele
de laborator trebuie spalate imediat dupd utilizare pentru a se evita
evaporarea solventilor, formarea crustelor si a depozitelor care
ingreuneaza mult procesul de spalare.

In general, vasele din sticld se spald foarte bine cu apa calda si
detergent, dupa care se clatesc din abundenta (de cel putin trei ori) cu apa
de robinet si apoi de trei ori cu apa distilata Tnainte de a fi puse la uscat.
La final, daca vasul este bine spalat, apa distilatd se scurge intr-un strat
continuu pe peretii acestuia, fara a lasa picaturi sau dare. Desi utilizarea
detergentilor este indicatd, acestia nu trebuie folositi in exces, deoarece
numeroase reactii chimice sau biologice sunt afectate de prezenta lor.

In cazul in care sticliria prezintdi urme persistente de grisime,
acestea sunt indepartate cu ajutorul solventilor organici (acetona, hexan
etc.), procedurd urmati obligatoriu de spilare si clitire cu apa distilata. In
cazul precipitatele aderente, acestea se indeparteaza cu ajutorul unor perii
cu dimensiuni adecvate (nu se utilizeaza baghete, sarme sau spatule care
pot zgaria sticla), cu abur sau prin procedee chimice.

Spalarea chimica se poate realiza cu diverse solutii precum: acid
azotic 1 M, aqua regia (o parte HNO;s concentrat si trei parti HCI
concentrat), acid fluorhidric concentrat sau amestec sulfocromic.

Amestecul sulfocromic se prepara prin dizolvarea a 90 g K,Cr,O5
in 100 ml apa distilata, la cald. Solutia rezultata se raceste, dupa care se
adaugd cu atentie, in fir subtire, sub agitare 900 ml H,SO4 concentrat.
Amestecul sulfocromic se poate folosi la mai multe spalari, pana cand
culoarea se schimba sensibil, virand spre verde.
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Amestecul sulfocromic este extrem de coroziv.

Pipetele din sticla se spala prin umplerea lor completd cu solutie
continand detergent, urmata de clatirea de trei ori cu apa de robinet, apoi
cu apa distilata (de cel putin trei ori). Pentru indepartarea depunerilor de
pe pipete, acestea se introduc complet si se mentin pentru cateva ore in
amestec sulfocromic, dupa care se spald cu apa de robinet si se clatesc cu
apa distilata.

Dupa spalare, vasele se usuca, fie asezate cu gura in jos pe un
suport, fie In etuva. Vasele din sticla pot fi uscate in etuva, la temperaturi
cuprinse intre 105°C si 110°C timp de cel putin o ord. In trecut se
considera cd vasele folosite in volumetrie nu trebuie uscate la temperatura
deoarece se pot decalibra. Diverse studii au demonstrat Tnsa ca acest lucru
nu se Intdmpla.

Vasele nu vor fi sterse In nici un caz in interior, deoarece raman
scame sau pot fi murdarite din nou prin atingere cu mana; de asemenea,
este interzisda uscarea vaselor la flacdra. O modalitate utilizatd pentru a
grabi uscarea este clatirea vaselor, dupd spalare, cu acetond, dupa care
acestea sunt suflate cu aer cald. Acetona utilizata la spalarea sticlariei
poate fi colectata si recuperata prin distilare.

1.2 Masurarea volumelor

Deoarece majoritatea reactiilor chimice si toate reactiile
enzimatice au loc Tn mediu apos, capacitatea de a masura corect un volum
de lichid este un element esential, absolut necesar pentru realizarea
experimentelor i masuratorilor in laborator. Manipularea lichidelor este
preferatd in detrimentul manipularii substantelor solide deoarece are
cateva avantaje practice, dintre care amintim doar doua:

1. lichidele, spre deosebire de substantele solide, pot fi foarte usor
divizate in fragmente foarte mici, lucru ce permite dozarea si
masurarea lor precisa;

2. reactiile chimice dintre doud lichide miscibile au loc in toatd masa
amestecului, viteza de reactie fiind astfel foarte mare.
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Pentru realizarea solutiilor titrate si aplicarea metodelor de dozare
volumetrica se utilizeaza o serie de vase din sticla cu rezistente chimica si
termica mare (baloane cotate, biurete, pipete gradate etc.) curate si perfect
uscate. Pentru pregatirea solutiilor de concentratii normale sau molare se
folosesc baloane cotate. Volumul marcat pe balon este atins atunci cand
meniscul lichidului (solutiei) este tangent inferior la inelul marcat pe gatul
balonului. Pentru citire exactd, balonul trebuie ridicat sau coborat, pana
privirea persoanei care face masuratoarea se afla in dreptul inelului de
marcaj. Pozitia balonului trebuie sa fie verticala.

Masurarea volumelor cu ajutorul pipetelor

Cel mai utilizat instrument pentru masurarea foarte precisd a
volumelor de lichid in laborator este pipeta. Aceasta poate fi: mecanica
sau din sticla.

Pipetele mecanice care pot masura volume cuprinse intre 0,2 si
1000 pl poartda numele de micropipete, iar cele care permit masurarea
volumelor mai mari poartd numele de macropipete. De la inventarea lor in
anul 1960 de catre dr. Hanns Schmitz (Marburg, Germania), a aparut un
numdr foarte mare de tipuri de pipete mecanice, clasificarea lor fiind
extrem de dificila. Cele mai importante sisteme de clasificare {in cont de
volumul masurat (pipete mecanice cu volum fix si pipete mecanice cu
volum variabil) sau de numarul de probe masurate simultan (pipetele
monocanal permit prelevarea si masurarea unei singure probe, pipetele
multicanal permit prelevarea §i masurarea a 12 probe simultan).
Elementele care alcatuiesc o pipetd mecanicd monocanal cu volum
variabil sunt prezentate n Figura 1.

Instructiuni generale privind manipularea pipetelor mecanice:
1. pipetele se mentin in permanentd cu varful 1n jos pentru a
preintampina patrunderea lichidului in tija pipetei;
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FIGURA 1. Pipeta mecanica monocanal cu volum variabil.
A - buton pentru pipetare cu trei pozitii; A1 — eticheta pipetei; A2 — striaii pentru
manipularea prin rotire a butonului (doar la anumite modele); B — ecran si buton
pentru stabilirea volumului masurat; C - tija; D — parghie pentru detasarea varfului;
E - varf detasabil din material plastic; F — buton de comanda pentru detasarea
varfului(dupa Tropschung, 2008) (1).

2. varful pipetei trebuie sd fie bine fixat pe tija pipetei pentru a se
asigura etangeitatea; dupa pipetare, varfurile utilizate se detaseaza
prin apasarea butonului F (Figura 1) si se colecteaza in vase speciale;
varfurile nu se arunca in chiuveta sau la cosul de gunoi;

3. 1in cazul pipetelor cu volum variabil, volumul maxim este inscris in
partea superioara, pe butonul pentru pipetare (Figura 1, Al);
stabilirea volumului de pipetat se face prin rotirea butonului B
(Figura 1) Intr-un sens sau in celalalt pana la afisarea volumului dorit
pe ecranul pipetei (Tabelul 1); nu este permisa rotirea butonului peste
volumul maxim admis, aceastd operatiune putand conduce la
decalibrarea pipetei,
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TABEL 1. Corespondenta volum de pipetat — varf de utilizat si stabilirea volumului

de pipetat

Pipeta 20 200 1000

Intervalul de volum utilizabil 2-20ul - 20-200 pl - 200-1000 pl

Culoarea varfului de utilizat galben galben

(minim-maxim)

albastru sau
alb
0
7

Mod de citire

12,5 ul 125 pl 0,75 ml

Pipeta poate fi utilizatd in doud moduri distincte, dupa cum

urmeaza.
a. Pipetarea obisnuitd — presupune parcurgerea a sase etape distincte
(Figura 2):

1. amplasarea unui varf convenabil in pipetd (conform Tabelului 1) —

se realizeaza prin aplicarea unei forte suficient de mari pentru a
realiza etangeitate perfecta;

evacuarea aerului din pipetd — se realizeaza in afara lichidului,
prin apasarea pana la punctul 2 a pistonului pentru pipetare
(Figura 2, A);

aspirarea lichidului 1n pipeta — varful pipetei se introduce in lichid
si pistonul pentru pipetare este eliberat lent pana la punctul 1
(Figura 2, B);

evacuarea lichidului din pipetda — varful pipetei se lipeste de
peretele vasului in care se face pipetarea (sau se introduce in
lichid) si pistonul pentru pipetare se apasa lent pana la punctul 2
(Figura 2, C);

evacuarea completa a lichidului din pipeta — cu varful pipetei in
lichid, pistonul pentru pipetare se apasd lent pana la punctul 2
(Figura 2, D); lichidul a fost complet evacuat daca in varful
pipetei apare o bula de aer;
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6. varful pipetei se scoate din lichid si pistonul pentru pipetare este
eliberat lent pana la punctul 1; se apasa butonul pentru eliberarea
varfului si ciclul se reia pentru o noud pipetare (Figura 2, E).

A B C D E

FIGURA 2. Masurarea volumelor cu ajutorul pipetelor mecanice
A - evacuarea aerului din pipeta; B — aspirarea lichidului in pipeta; C, D — evacuarea
lichidului din pipetd; E - revenirea in pozitia initiala

b. Pipetarea inversatd — se foloseste la pipetarea solutiilor vascoase si
presupune parcurgerea acelorasi sase etape, cu deosebirea cd evacuarea
aerului se face apasand pistonul pentru pipetare pana la punctul 3.
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Aspirarea lichidului se face prin eliberarea pistonului pentru pipetare pana
la punctul 1. In acest mod in pipetd pitrunde o cantitate mai mare de
lichid decat volumul fixat. Evacuarea lichidului din pipetd se face prin
apasarea pistonului pana la punctul 2, dupd care varful confindnd o
cantitate mica de lichid se scoate din vas si se arunca.

Pipetele din sticla permit masurarea volumelor mari, de ordinul
mililitrilor, insd, existd si modele ce permit masurarea volumelor sub 1
ml. Pipetele din sticla se impart in doua tipuri distincte: pipete cotate si
pipete gradate.

Pipetele cotate permit transferarea unui volum fix de lichid prin
umplerea pand la semnul marcat in partea superioard si golirea lor sub
influenta gravitatiei, fara a elimina ultima picatura din varf. Acest tip de
pipete au, in partea superioard,marcata inscriptia TD (engl. fo deliver = a
elibera) si trebuie separate de cele care sunt inscriptionate TC (engl. 7o
contain = a contine). In cazul acestora din urma, umplerea se face identic
dar golirea pipetei se realizeaza prin eliminarea completd a lichidului,
incluzand ultima picatura. Un tip intermediar de pipete, cu doud marcaje
de umplere in partea superioard, poate fi utilizat In ambele moduri
(marcajul superior — modul TC, marcajul inferior — modul TD).

Pipetele gradate permit transferarea unor volume variabile de
lichid prin umplerea lor pana la semn si golirea sub influenta gravitatiei
pana la volumul dorit. In functie de gradatiile din varf, mai frecvent
utilizate sunt doua tipuri distincte de pipete gradate:

— pipete serologice, gradate pe toatd lungimea lor, inclusiv in
varful pipetei; ultima gradagie este una intermediara fata de volumul
maxim al pipetei;

— pipete Mohr, gradate pana aproape de varf; ultima gradatie este
chiar volumul maxim al pipetei.

Indiferent de tipul pipetei gradate, in laborator este indicatd
utilizarea tehnicii de pipetare prin diferentd. Aceasta consta in umplerea
pipetei pand la un volum mai mare decét cel care urmeaza a fi utilizat si
golirea pana la un semn intermediar. De exemplu, pentru pipetarea unui
volum de 10 ml se va folosi o pipetd de 25 ml care se va umple pana la
diviziunea 15 si se va goli pand la diviziunea 5. Diferenta intre cele doua
diviziuni reprezinta volumul dorit — 10 ml.

Umplerea pipetelor se va efectua intotdeauna folosind o pard din
cauciuc sau un pipetor si niciodatd gura. Pentru a masura cu pipeta un
anumit volum, se atagseazd para de cauciuc in capatul pipetei, se apasa
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valva notatd cu A si concomitent se evacueazd aerul din pard prin
strangerea acesteia (Figura 3). Pentru a aspira lichid, varful pipetei se
introduce in lichid si se apasd valva S pana cand lichidul depaseste
gradatia dorita. Se sterge varful pipetei cu hartie de filtru, apoi se apasa
valva E si se lasa sd se scurgd lichidul pana cdnd marginea inferioara a
meniscului este tangenta la semn. Se aduce apoi pipeta astfel incat varful
ei sd atingd peretele inferior al vasului in care urmeazad sa se introduca
lichidul masurat si se lasd sa se scurga liber prin apasarea valvei E. La
cateva secunde dupa golire se trage usor varful pipetei de-a lungul
peretelui vasului. Dupa utilizare, pipetele se spald si se agseaza in stative
speciale, cu varful n jos.

/Paré de cauciuc

<«— Valva A — armar

Valva S—suctiune
4— Pipeta

Lichid de
masurat

Valva E—evacuare

FIGURA 3. Folosirea parei din cauciuc pentru masurarea unor volume de lichid
folosind pipete din sticla

1.3 Masurarea maselor

Balanta si cantarul sunt unele dintre cele mai frecvent utilizate instru-
mente de laborator. Desi termenii de “balanta” si “cantar” au devenit sino-
nimi, exista o serie de diferente de ordin tehnic intre cele doud instrumente.
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Masa si greutatea. Atunci cand se utilizeazd o balantd sau un
cantar se are in vedere determinarea masei unui obiect sau a unei
substante. Termenul de masa se refera la cantitatea de materie dintr-un
obiect si se masoara in grame (cu multiplii si submultiplii corespunzatori).
Greutatea unui obiect, se referd la forta gravitationald pe care o exercita
acel obiect si se masoara in newtoni (N). Deoarece forta gravitationala
este similard (dar nu identicd) pe toata suprafata Pamantului, un obiect de
0 masa datd va avea aproape aceeasi greutate indiferent de locatia unde
este masurata. Diferentele dintre masa si greutate sunt mult mai vizibile in
afara campului gravitational al Pamantului. Dacd acelasi obiect este
masurat pe Terra si pe Luna, masa sa va fi constantd, dar greutatea pe
Luna va fi doar 1/6 din greutatea sa pe Pamant (2).

O balanta mecanicda functioneazd prin compararea masei
obiectului cu cea a unei greutati calibrate. Aceasta face ca, indiferent unde
este cantdrit obiectul, pe Lund sau pe Pamant, o balanta cu doua talere
ofera aceeasi valoare a masei.

Un cantar prevazut cu un singur taler masoara forta pe care o
exercitd un obiect asupra talerului. Cantarul masoara in mod direct
greutatea unui obiect dupd care transforma valoarea obfinutd in masa
printr-un simplu calcul matematic. Valoarea pentru masa unui obiect
masurat pe Pdmant cu ajutorul unei balante electronice va fi total diferita
de cea masurate pe Luna, diferenta fiind datd de forta gravitationala.
Micile variatii ale fortei gravitationale ce pot aparea (de exemplu la
modificarea altitudinii) fac sa fie absolut necesard calibrarea balantei
electronice in locatia unde se doreste a fi utilizata.

Balanta electronica este un instrument electronic de masurare a
maselor, esential In orice laborator. Balanta electronicd nu este propriu-zis
o balanta, ci un cantar electronic performant care poate masura greutatea
unui obiect amplasat pe taler si transforma valoarea in masa. Deoarece
denumirea de balanta electronica este cea incetatenitd, o vom utiliza ca
atare in cele ce urmeaza.

Datoritd gamei largi de utilizare a balantelor, au fost inventate
numeroase tipuri constructive, fiecare adaptat la o aplicatie specifica.
Pentru alegerea in mod judicios a tipului de balanta utild intr-un laborator,
este absolut necesard cunoagtere semnificatiei parametrilor de functionare
ai acesteia. Dintre acestia, cei mai importanti sunt:

1. capacitatea — masa maxima ce poate fi amplasatd pe taler;
2. precizia — valoarea celei mai mici diviziuni ce poate fi cititd de pe
ecranul balantei;



14 Biologie moleculara. Metode experimentale

3. repetabilitatea (reproductibilitatea) — capacitatea balantei electronice
de a afisa aceeasi valoare la amplasarea repetata a aceluiasi obiect pe
taler.

In general, intr-un laborator sunt necesare cel putin doud balante,
deoarece acesti parametri functionali fac imposibild utilizarea unei
singure balante in toate situatiile n care se doreste masurarea maselor. Cel
mai frecvent este utilizatd combinatia dintre o balanta de capacitate mare
(600 g) si precizie mica (0,1 g) si o balanta analitica cu capacitatea de
110 g si precizia de 0,0001 g.

Obiectele de cantarit nu se amplaseaza direct pe talerul balantei.
Din acest motiv, pentru masurarea maselor sunt necesare alaturi de
balanta si alte materiale, precum sticle de ceas, hartie si vase de cantarire
de unica folosintd. Acestea din urma sunt, in general, confectionate din
material plastic non-absorbant, care nu produce electricitate statica,
proprietate extrem de importantd cand se doreste cantarirea unor cantitati
foarte mici de substanta.

Instructiuni privind utilizareabalantei
electronice analitice

Masurarea maselor cu ajutorul balantei electronice analitice se
realizeaza prin parcurgerea urmatoarelor etape:

1. se porneste balanta si se asteaptd pand cand pe ecranul acesteia
este afisat 0,0000 g;

2. se deschide geamul de protectie al balantei si se amplaseaza vasul
de cantarire pe talerul balantei;

3. se inchide geamul de protectie al balantei si se asteapta pana cand
semnul specific pentru atingerea echilibrului este afisat; acest
semn diferd de la un producator la altul si din acest motiv se reco-
manda consultarea manualului balantei pentru identificarea acestuia;

4. se apasa butonul de 0 (TARE) pana cand pe ecranul balantei este
afisat 0,0000 g;

5. se deschide geamul de protectie al balantei si se adauga cu atentie,
folosind o spatuld de dimensiuni adecvate, substanta de cantarit in
vasul de cantarire;
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6. se inchide geamul de protectie al balantei;

7. se asteapta pana cand semnul specific pentru atingerea echilibrului
este afisat, dupa care se citeste valoarea masei;

8. se ia vasul de cantarire confindnd substanta cantarita de pe taler;
daca se doreste utilizarea repetatd a vasului de cantarire, este
indicat ca acesta sa nu fie manipulat direct cu mana, deoarece
amprentele modifica masa vasului.

I.4 Centrifugarea

Procesul care implicd utilizarea fortelor centrifugale pentru
sedimentarea amestecurilor neomogene poartd numele de centrifugare si
se realizeazd cu ajutorul unui dispozitiv numit centrifuga. Actionatd in
general de un motor electric (desi existd modele care sunt actionate
manual), centrifuga roteste eprubetele de centrifuga in jurul unui ax fix,
aplicand o fortd perpendicularad pe acesta. Datorita acceleratiei centripete
apare fenomenul de sedimentare, substantele mai dense migrand spre
fundul eprubetei iar cele mai usoare spre gura acesteia. Centrifuga este un
echipament care nu trebuie sa lipseasca din dotarea nici unui laborator.

Pentru a descrie corect operatia de centrifugare si pentru a asigura
repetabilitatea ei in orice laborator, este necesara precizarea fortei de
cetrifugare (RCF, masuratd in g). Aceastd fortd corespunde unei anumite
viteze (in rotatii pe minut, rpm) pentru o centrifugd datd si un anumit
rotor. Folosind o altd centrifugd sau aceeasi centrifuga dar cu un alt rotor,
pentru aceeasi vitezd de rotatie se va obtine o altd fortd de centrifugare.
Relatia care descrie legatura dintre forta de centrifugare si viteza de
rotatie este:

RCF = 112 7 x (Fooo )

unde: RCF — forta de centrifugare;
r — distanta de la axul rotorului pand la fundul eprubetei aflata in
pozitie normald in timpul centrifugarii,
rpm — viteza de rotatie a rotorului masurata in rotatii pe minut
(rpm).
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O modalitate alternativa de transformare a vitezei de centrifugare
in fortd de centrifugare si viceversa este oferitd de nomogramele din
Anexa, Figurile Alsi A2.

Toate centrifugarile descrise In acest manual presupun utilizarea
unor microeprubete de centrifugd de tip Eppendorf si a rotoarelor
corespunzitoare. In general, toate rotoarele construite pentru
microeprubetele de tip Eppendorf au valori apropiate pentru r (aprox.
9,2 cm). De asemenea, o centrifugare descrisa In acest manual ca fiind “la
vitezd maxima” reprezintd o centrifugare efectuata la 14.000rpm.

Instructiuni privind utilizarea centrifugii

Datoritd numarului mare de modele si tipuri constructive de
centrifugi existente, formularea unor instructiuni universal valabile este
extrem de dificild. Din acest motiv, in cele ce urmeaza este prezentat
modul de utilizare a centrifugiiHettich Rotina 420R. Desi au caracter
particular, instructiunile pot fi usor aplicate la orice alt model de
centrifugd prin simpla consultare a manualului de utilizare.

Pornirea se realizeaza prin operarea butonului ON/OFF plasat in
partea inferioard a corpului centrifugii, deschiderea capacului fiind
posibild prin apdsarea butonului rosu STOP/OPEN abia dupa aparitia
mesajului OPEN. Inchiderea capacului se efectueazi prin apdsarea usoara
a acestuia.

Stabilirea parametrilor de centrifugare:

1. timp — se apasa butonul 7/ME si apoi prin manevrarea butonului
rotativ se stabileste valoare dorita in minute; prin apasarea repetata
a butonului 7IME se selecteazd unititile de masurare a timpului
(ore, minute, secunde); Apasarea butonului START conduce la
memorarea valorii stabilite;

2. viteza de rotatie — se apasa butonul RPM apoi, prin manevrarea
butonului rotativ, se stabileste valoarea dorita in rotatii pe minut;
apasarea butonului START duce la memorarea valorii stabilite;
daca se doreste stabilirea fortei de centrifugare in rcf, se foloseste
butonul RCF;
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3. Temperatura — se apasd butonul 7°C apoi, prin manevrarea
butonului rotativ, se stabileste valoare doritd in grade Celsius;
apasarea butonului START conduce la memorarea valorii stabilite.

Centrifugarea se realizeaza:

1. numai dupa echilibrarea corecta a eprubetelor cu probe, plasate pe
diagonald; nu se accepta diferente mai mari de 0,5 g intre pozitiile
diagonale (1-3, 2-4);

2. toate dispozitivele port-probe trebuie sa fie prevazute cu adaptoare
pentru eprubete;

3. capacele galbene trebuie infiletate pe dispozitivele port probe.

Capacele prezinta o garnitura circulara care poate fi
usor pierdutd

Pornirea centrifugii:

1. se realizeazad prin apasarea butonului START; centrifugarea poate
fi oricand oprita prin apdsarea butonului rosu STOP/OPEN;

2. la epuizarea timpului stabilit pentru centrifugare, centrifuga se
opreste automat; emiterea unui semnal sonor impreuna cu afisarea
mesajului OPEN indica faptul ca poate fi deschis capacul prin
apasare butonul rosu STOP/OPEN)).

I.5 Tehnici de baza folosite pentru manipularea
microorganismelor

Masuri de biosecuritate

Utilizarea microorganismelor in laboratorul de biologie moleculara
presupune respectarea unor reguli minime de biosecuritate. Aceste reguli se
referd la un set de masuri necesare atat pentru protectia personalului care
lucreaza, cat si pentru prevenirea contaminarii culturilor microbiene,
mediilor de cultura si solutiilor stoc cu microorganisme nedorite. Deoarece
scopul oricarui cercetator este sa cultive microorganisme (celule procariote
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sau eucariote) fard introducerea altor organisme strdine, aplicarea in
laborator a masurilor de biosecuritate este esentiald pentru acuratetea si
reusita experimentelor.

Trebuie avut in vedere de la inceput faptul cd un mediu de lucru
complet steril nu existd (3). Cu toate acestea, pot fi aplicate o serie de masuri
simple care pot reduce riscul contaminarii cu microorganisme:

1. spatiile de lucru in conditii sterile trebuie plasate departe de

ferestre deschise, instalatii de aer conditionat, ventilatoare etc.;

2. depozitarea deseurilor biologice trebuie facutd in containere
speciale, inchise, depozitate in alte spatii decat cele in care se
lucreaza;

3. curatarea si dezinfectarea suprafetelor de lucru Tnainte de
utilizare;

4. limitarea pe cat posibil a duratei de timp cét recipientele in care
se afla culturile microbiene sunt lasate fara dop sau capac;

5. pastrarea placilor Petri cu capacul inchis atata vreme cat este
posibil;

6. sterilizarea eficientd a anselor de Tnsamantare precum si a tuturor
instrumentelor care vin in contact cu microorganismele;

7. evitarea contactului instrumentelor si mediilor sterile cu aerul
expirat.

In principiu, aplicarea unor standarde inalte de curitenie poate
elimina riscul contaminarii zonelor de lucru. Praful si murdaria trebuie
indepartate cu regularitate; suprafetele de lucru trebuie spalate imediat dupa
utilizare cu solutie hipoclorit de sodiu 10% sau cu solufii speciale de
dezinfectare disponibile in comert; utilizarea dezinfectantilor organici
precum alcool etilic 70% este, in general, mai putin eficientd din cauza
faptului ca etanolul se poate evapora Inainte de a steriliza suprafetele.
Persoanele care lucreaza in laborator trebuie sa se spele pe maini de mai
multe ori pe zi, In special inainte de a efectua manipularea culturilor
microbiene; de asemenea trebuie sa poarte halat de protectie, imbracamintea
de exterior fiind pastratd in dulapuri situate 1n afara laboratorului.

Cel mai simplu mod de a crea un mediu relativ steril in laborator
presupune utilizarea  becului de gaz (arzitorului Bunsen). Acest
echipament functioneaza prin arderea continud a unui gaz inflamabil, de
obicei gazul metan. Principiul utilizarii sale consta in crearea unei zone de
aer cald in jurul flacarii care reduce viabilitatea organismelor si suspenda
particulele de praf, permitdnd lucrul in conditii sterile. De asemenea,
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datorita flacarii ce degaja o temperatura de 1200-1500°C, becul de gaz poate
fi utilizat i pentru sterilizarea anselor de insamantare, a gurii eprubetelor si
baloanelor din sticla, flambarea lamelor din sticla etc.

Prevenirea contamindrii culturilor microbiene sau a reactivilor se
poate realiza mult mai eficient prin utilizarea hotei cu flux de aer laminar.
Acest echipament furnizeazd o zonda de lucru cu aer steril, Tmpiedicand
patrunderea aerului cu microorganisme s$i impuritdti din laborator.
Sterilizarea aerului introdus in zona de lucru se realizeaza prin filtrare,
utilizand filtre speciale — HEPA (engl.High-Efficiency Particulate Air—
filtre cu o eficientd ridicata de filtrare), care pot retine 99,97% din
particulele de praf, polen, fungi, bacterii cu dimensiuni mai mari de 0,3 pm
la un debit de 85 litri/min.

Aerul din incapere este mai intdi prefiltrat pentru a indeparta
particulele cu dimensiuni mari care pot bloca filtrele HEPA dupa care este
filtrat, indepartandu-se toate bacteriile. Dupa filtrare, aerul ajunge in zona de
lucru sub forma unei perdele uniforme, la o viteza constanta, impiedicand
patrunderea microorganismelor din incipere in interiorul hotei. In functie de
orientarea perdelei de aer steril, hotele cu flux de aer laminar pot fi impartite
in doua tipuri constructive distincte:

- hote cu flux de aer laminar orizontal (Figura 4, A), care
asigurd o foarte buna protectie a obiectelor de pe suprafata de lucru dar nu si
a operatorului, aerul potential contaminat cu microorganismele manipulate
fiind directionat catre acesta;

- hote cu flux de aer laminar vertical (Figura 4, B), ce asigura
o foarte bund protectie atat a obiectelor de pe suprafata de lucru cat i a
operatorului; in acest caz aerul potential contaminat cu microorganismele
manipulate este filtrat si apoi eliminat.

Oricare ar fi tipul constructiv de hota, blocarea filtrelor HEPA sau
intreruperea perdelei de aer filtrat permit introducerea de microorganisme
contaminante in interiorul zonei de lucru.
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FIGURA 4. Tipuri constructive de hote cu flux de aer laminar: orizontal (A) i
vertical (B)(dupa Bykowski si Stevenson, 2008 (3))

Instructiuni de utilizare a hotei cu flux de aer laminar:

1. Inainte de inceperea lucrului se recomandi indepartarea bijuteriilor
de pe maini, legarea parului la spate si Imbracarea halatului de
protectie.

2. Se spala mainile si se utilizeazd manusi de unica folosinta; suprafata
exterioara a manusilor se acopera cu solutie dezinfectanta si se
freacd bine pentru o sterilizare eficientd Tnainte de introducerea
mainilor in hota.

3. Mainile se pastreaza in interiorul zonei de lucru fara a atinge pe
cat posibil parul, fata sau hainele; pericolul de contaminare creste
de fiecare data cand se ating recipiente sau alte obiecte nesterile;
din acest motiv se recomanda repetarea periodic a procedurii de
dezinfectare a manusilor.

4. In vederea utilizarii, hota cu flux de aer laminar trebuie pornita cu
cel putin 30 de minute inainte de Inceperea efectiva a lucrului.

5. TInainte de utilizare, hota trebuie curitatd si dezinfectatd; zona de
lucru se acoperda cu alcool etilic 70% sau alti cu dezinfectanti
disponibili in comert si se sterge cu servetele care nu lasa puf.

6. Orice obiect ce urmeazd a fi introdus In zona de lucru, chiar si
recipiente din material plastic sau sticlarie considerate sterile
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trebuie dezinfectate prin stergerea suprafetelor exterioare cu alcool
etilic 70%; se Indepdrteaza intotdeauna ambalajele sau pungile in
care sunt Impachetate pipetele, ansele de unicd folosinta, placile
Petri etc. la marginea zonei de lucru inainte de a fi introduse in hota.

7. Pentru reducerea contamindrii se pastreaza tot timpul in interiorul
hotei un set de pipete sau alte instrumente necesare cu care se
lucreaza exclusiv in aceasta incinta.

8. Se organizeaza spatiul de lucru astfel incat sa se lase o zona libera
in centru si sd existe acces la toate obiectele din interior; se evita
in acest fel pericolul producerii unor accidente precum si cel al
contamindrii recipientelor lasate deschise in interior.

9. 1In cazul scurgerii unor lichide contaminate se curata imediat zona
respectiva cu apa distilatd sterila si alcool etilic 70% sau cu alti
dezinfectanti, dupa care se reia lucrul.

10. Nu se plaseaza obiecte mari in dreptul orificiilor prin care iese
aerul filtrat in interiorul zonei de lucru; se evita astfel blocarea
fluxului de aer precum si contaminarea cu microorganisme.

11. La terminarea lucrului, se indeparteaza toate obiectele inutile si se
curata suprafetele cu alcool etilic 70%.

12. Nu se pastreaza in interiorul hotei resturi, culturi vechi, cutii
goale, caiete, carti, pixuri etc.

13. Majoritatea hotelor cu flux de aer laminar sunt dotate cu lampi UV
care pot fi pornite la sfarsitul lucrului in scopul sterilizarii
suprafetelor interioare; nu se lasd 1n acest timp culturi cu
microorganisme in interiorul hotei; se recomandd ca pe toata
durata sterilizarii cu UV in incapere sa nu se afle nicio persoana.

Tehnici de sterilizare

Desfagurarea experimentelor in conditii de asepsie presupune
sterilizarea — distrugerea completd sau eliminarea tuturor organismelor
viabile de pe instrumentele sau din reactivii utilizati. Exista si reactivi care
nu necesita sterilizare: etanol, fenol, detergenti concentrati sau reactivi sterili
furnizati de catre producatori si care pot fi utilizati direct.

Exista mai multe tehnici de sterilizare care pot fi folosite cu succes
in laborator, bazate pe utilizarea temperaturilor sau presiunilor ridicate,
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substantelor chimice (lichide sau gaze), radiatiilor sau pe indepartarea fizica
a microorganismelor.

Sterilizarea anselor de insamdntare se realizeaza prin incalzire la
rosu in flacara unui bec de gaz (4). Se introduce firul metalic al ansei in
partea superioara a flacarii unde temperatura degajatd este maxima si se
mentine pana la inrosire. Inainte de utilizare trebuie avuti in vedere ricirea
completd a ansei pentru a se evita distrugerea microorganismelor ce
urmeazd a fi insdmantate. Pentru racire se pastreazd ansa in apropierea
becului de gaz; nu se sufld peste ansa, nu se agita si nu se atinge de obiecte
sau suprafete nesterile, deoarece exista pericolul de contaminare. Ansa se
utilizeaza imediat dupa sterilizare, iar dupa folosire se sterilizeaza din nou.

Tehnica poate fi utilizata si pentru sterilizarea altor obiecte metalice:
spatule, ace de seringa etc.

Flambarea se utilizeaza pentru sterilizarea unor obiecte din sticla
(gatul baloanelor si eprubetelor, lame din sticla etc.) si constd in trecerea
rapida si repetata prin flacara becului de gaz.

Masuri de securitate
Deoarece existd riscul aparitiei unor incendii sau al unor arsuri,
utilizarea becului de gaz impune o serie de masuri de siguranta:

1. flacdra becului se lasd aprinsd doar cét timp se lucreaza; uneori
flacara albastra este greu de observat, motiv pentru care se
recomanda sa nu se lase becul de gaz deschis, nesupravegheat;

2. deoarece arsurile reprezinta cel mai frecvent accident care poate sa
apara in laborator, se recomanda ca fata, mainile, parul si hainele
sa fie tinute departe de flacara becului de gaz;

3. temperatura flacarii atinge frecvent 1500°C, motiv pentru care
obiectele din sticla sau metalice introduse in flacard se incalzesc
foarte repede; toate aceste obiecte au nevoie de timp ca sd se
raceasca, astfel incat sa poata fi folosite in siguranta;

4. este absolut necesar ca substantele inflamabile sau materialele
combustibile sd fie tinute departe de flacara becului de gaz;

5. se recomandd dotarea laboratorului cu stingatoare de incendiu si
verificarea periodica a instalatiei de gaz.

Sterilizarea cu ajutorul etuvei
Etuva poate fi utilizatd pentru sterilizarea unor obiecte din sticla
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(eprubete, placi Petri, pahare, baloane etc.), metalice sau alte obiecte care nu
se topesc la temperaturi cuprinse intre 121°C si 180°C caldurd uscata.
Deoarece cdldura uscata are o putere mai micd de penetrare in celulele vii,
fiind necesar un timp mai mare de transfer, sterilizarea cu ajutorul etuvei se
realizeazd timp de douad ore la temperatura de 160°C sau o ora la
temperatura de 180°C. Procedeul nu poate fi utilizat in cazul lichidelor sau
al obiectelor din cauciuc sau material plastic. Cu toate acestea, sterilizarea
cu ajutorul etuvei prezinta unele avantaje: nu determina ruginirea obiectelor
metalice; inactiveazd enzimele care degradeazd ARN-ul (ARN-aze)
permitand astfel sterilizarea sticldriei folosite in experimentele in care sunt
implicati acizii nucleici; poate fi utilizata pentru sterilizarea pulberilor sau
altor substante afectate de sterilizarea prin autoclavare.

Autoclavarea

Aceasta tehnica de sterilizare se bazeazd pe actiunea vaporilor de
apa aflafi sub presiune si presupune utilizarea autoclavului. Prin autoclavare
pot fi sterilizate rapid majoritatea obiectelor, mediilor de cultura si
substantelor care nu sunt termolabile. Vasele sau mediile de cultura care
contin solventi, substante chimice volatile sau corozive (fenol, acid
tricloracetic, eteri, cloroform) sau orice fel de izotopi radioactivi nu pot fi
autoclavate sub nicio forma.

Autoclavarea se realizeaza la temperatura de 121°C, presiunea de
aproximativ 1 atm, timp de 20-30 minute, conditii care permit distrugerea
tuturor formelor de viatd, inclusiv a endosporilor bacterieni. Timpul si
temperatura de sterilizare pot varia In functie de cantitatea si tipul
materialelor care urmeaza a fi autoclavate. Astfel, In anumite situatii
(obiecte cu suprafatd care nu permite un transfer termic rapid sau cu o
capacitate mica de penetrare la vaporii de apa, volume de mediu mai mari
de un litru, tuburi de centrifugd acoperite cu folie de aluminiu,
microorganisme patogene) se vor creste timpul, temperatura si presiunea de
autoclavare (30-60 min, 134°C, aproximativ 2 atm).

Prin aceastd tehnica este posibild sterilizarea unor obiecte din
material plastic, mai precis a celor din polipropilenda si policarbonat.
Obiectele din polietilena sau polietilena de 1naltd densitate nu pot fi
autoclavate. Pentru sigurantd se urmdresc simbolurile de identificare a
materialului prezente pe obiectele respective: PP = polipropilena;
PC = policarbonat; PE = polietilend; HDPE = polietilend de inalta
densitate.
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Modul de utilizare a autoclavului:
1. Se introduce 1n autoclav apa distilatd pana la nivelul indicat.

2. Obiectele de sterilizat se introduc in cosul din material inoxidabil, care
se acoperd cu hartie pentru a se evita umezirea lor de catre apa de
condesare a vaporilor de pe capac; toate materialele trebuie ambalate in
pungi speciale de autoclavare sau in tuburi din otel inoxidabil;
materialele uscate se ambaleaza in folie de aluminiu pentru a se evita
umezirea $i recontaminarea lor dupa sterilizare; recipientele goale din
sticla se umplu cu apa, 3-5 cm, pentru a se evita spargerea fundului; nu
se aglomereaza interiorul autoclavului pentru a se permite o sterilizare
eficienta.

3. Lichidele se sterilizeaza separat in recipiente din sticla; se recomanda
utilizarea unor recipiente din sticla termorezistentd (borosilicat) avand
un volum dublu fata de volumul lichidului ce urmeaza a fi sterilizat, iar
capacul nu se strange foarte tare; se evita astfel pericolul scurgerii sau
exploziei datorat presiunii ridicate din timpul autoclavarii.

4. Se inchide etans capacul autoclavului prin stringerea manerului.

5. Se selecteaza temperatura si timpul de sterilizare (sau in cazul unui pro-
gram presetat numarul acestuia) si se apasd butonul Start; temperatura
din interior va incepe sa creascd, ceea ce duce la fierberea apei,
formarea de vapori §i cresterea presiunii interioare; temperatura si
presiunea sunt mentinute la valori constante pe toata durata sterilizarii;
la finele autoclavarii incalzirea apei este oprita, temperatura din interior
scade ceea ce duce la condensarea vaporilor de apa si la scaderea
presiunii interioare; cand presiunea ajunge la 0 atm procesul de
sterilizare se incheie.

6. Se asteaptd semnalul sonor de sfarsit al procesului de sterilizare i se
deschide cu grija capacul autoclavului.

Pentru optimizarea autoclavarii in laborator pot fi utilizate doud
tipuri de cicluri de evacuare a vaporilor de aer:

1. ciclu de evacuare rapida — se utilizeaza pentru toate materialele
uscate cum ar fi sticlarie, varfuri de pipete automate, tuburi de centrifuga
etc.; in acest caz, la sfarsitul ciclului de sterilizare se deschide o valva
care permite evacuarea rapidd a vaporilor de apa astfel incat presiunea
interioara se egalizeaza rapid cu cea atmosfericd;

2. ciclu de evacuare lenta — se utilizeaza pentru lichide si previne
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riscul aparitiei unor explozii sau al scurgerilor datorate fierberii; in acest
caz, la finele autoclavarii vaporii de apa sunt evacuati lent ceea ce permite
lichidelor foarte fierbinti sa se raceasca treptat.

Pentru a se verifica daca autoclavarea a decurs cu succes,
materialele sau recipientele se marcheaza cu o hartie indicatoare speciala
care contine substante chimice ce isi modifica culoarea la o temperatura
egald cu cea la care are loc sterilizarea.

Masuri de securitate

Deoarece functionarea autoclavului se bazeaza pe actiunea
vaporilor de apa aflati sub presiune, existd riscul aparitiei unor explozii
sau a unor arsuri severe. Din aceste motive se impun anumite masuri care
sa limiteze aceste riscuri:

1. in timpul folosirii autoclavului se recomanda utilizarea halatului de
protectie, ochelarilor de protectie si a manusilor termorezistente;
2. cele mai multe accidente pot apare in momentul deschiderii

capacului; din acest motiv, dupa incheierea sterilizarii, se asteapta
scaderea presiunii la 0 atm inainte de deschidere;

3. se recomanda ca deschiderea capacului sd fie facuta lent, lasand
initial o fanta prin care sa poata iesi vaporii de apa;
4. lichidele sterilizate sunt foarte fierbinti, chiar daca autoclavarea s-a

incheiat, existand in continuare pericol de explozie sau de scur-
gere; se recomanda lasarea capacului deschis timp de 10-20min
pentru o racire adecvata si apoi scoaterea recipientelor.

Filtrarea

Mediile de culturd complexe si unii compusi precum antibioticele,
glucidele, aminoacizii sau vitaminele nu pot fi sterilizate prin autoclavare
deoarece sufera procese de denaturare in prezenta caldurii. Pentru a putea fi
sterilizate se apeleaza la filtrare, procedeu prin care se indepdrteaza fizic
organismele vii, sporii etc. Filtrarea nu este o0 metoda de sterilizare perfecta,
deoarece virusurile si chiar unele bacterii pot traversa peretii filtrelor. Cea
mai mare parte a organismelor vii este retinuta de filtre cu dimensiuni medii
ale porilor de 0,45 pum. Bacteriile pot trece prin astfel de filtre si, prin
urmare, pentru indepdrtarea lor este necesara utilizarea unor filtre cu
dimensiuni ale porilor de 0,22 um. Unele bacterii (de exemplu, speciile
genului Leptospira) pot strabate aceste filtre, insd ele necesitd conditii
speciale de cultivare si din acest motiv nu prezinta o problema din punct de
vedere al contaminarii in laboratorul de biologie moleculara.
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Pentru a usura filtrarea, in laborator se utilizeaza elemente filtrante
care pot fi atasate la seringile din material plastic (Figura 5). Astfel de filtre
de unica folosinta, cu dimensiuni diferite ale porilor, sunt disponibile in
comerf.

Filtrarea se realizeaza de obicei in hota cu flux de aer laminar sau in
apropierea flacarii becului de gaz pentru a se reduce riscul recontaminarii
lichidelor sterilizate.

FIGURA 5. Elemente filtrante de
unica folosinta utilizate pentru
sterilizarea solutjilor

Sterilizarea cu radiatii ultraviolete

Radiatiile ultraviolete (UV) pot fi utilizate pentru distrugerea
microorganismelor prin alterarea ADN-ului, permitand sterilizarea
suprafetelor de lucru precum si a atmosferei din camera in care se lucreaza.
Aceste radiatii nu pot penetra prin sticld, prin urmare nu pot fi utilizate
pentru sterilizarea continutului unor recipiente din sticla.

Mdsuri de securitate

Lumina ultravioleta este daunatoare pentru om, determinand
orbirea sau arsuri ale pielii. Prin urmare, se recomanda sa nu se utilizeze
lampile cu lumind UV cand existd persoane in Incdpere i sd nu se
priveasca direct in lumina UV fara ochelari de protectie speciali.
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II. METODE DE CULTIVARE A
BACTERIEI ESCHERICHIA COLI

Bacteria Escherichia coli este cel mai bine studiat microorganism,
fiind utilizat ca model experimental 1n diferite ramuri ale biologiei (1).
Descoperita in anul 1885 de catre medicul Theodor Escherich, E. coli
(Figura 6) este un bacil Gram negativ, facultativ anaerob si nesporulat, cu
un cromozom circular format din trei milioane perechi de baze si cu
dimensiuni de aproximativ 2 um lungime si 0,5 pm latime.

FIGURA 6. Escherichia coli — imagine
electronomicroscopica

E. coli poate creste pe medii minimale care contin un compus cu
carbon (de exemplu glucoza care serveste atat ca sursa de carbon cat si ca
sursa de energie) si saruri care asigurd necesarul de azot si fosfor. Bacteria
poate creste mai rapid pe medii Tmbogatite care contin aminoacizi,
precursori ai nucleotidelor, vitamine sau alti metaboliti pe care celulele ar
trebui sa le sintetizeze in alte condifii.

Se dezvoltd in intestin, facand parte din microbiota normala,
naturald intestinald, jucind roluri importante: sursd de vitamine B12 si K;
impiedicd colonizarea intestinului cu bacterii patogene. Existd si situatii
cand E. coli devine patogend: atunci cand contamineaza tractul urinar
(este cea mai importantd bacterie in etiologia infectiilor urinare); cand
trece prin peretele intestinal si patrunde in abdomen; 1n situatia
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patrunderii In organism a unor tulpini virulente.

Aceasta bacterie este utilizata In prezent atat in laborator cat si la
nivel industrial pentru obtinerea unor cantitati mari de ADN, proteine sau
metaboliti datoritd ritmului sau rapid de crestere si a faptului ca tehnicile
de manipulare geneticd sunt foarte bine puse la punct. Un exemplu in
acest sens il constituie modificarea genetica realizatd de compania Eli
Lilly in anul 1982 prin care gena umana care codificd insulina a fost
introdusa in genomul E. coli, permitand obtinerea si izolarea intr-o
manierd simpla a acestui hormon.

Cu foarte putine exceptii, cea mai mare parte a tulpinilor de E. coli
utilizate in laboratoarele de biologie moleculare sunt derivate din tulpina
K-12 (2).

I1. 1 Medii utilizate pentru cultivarea bacteriei
Escherichia coli

Mediile de cultura artificiale sunt substraturi nutritive (lichide sau
solide, organice sau anorganice) ce pot asigura dezvoltarea si multiplicarea
microorganismelor in conditii de laborator (3). Mediile se folosesc pentru
izolarea si pastrarea sub forma de culturi pure a microorganismelor, precum
si pentru identificarea speciilor in functie de proprietatile lor fiziologice. Din
aceste motive, ele trebuie sa fie cat mai asemanitoare cu substraturile
naturale. Daca necesitatile nutritive ale £. coli sunt bine cunoscute, cele ale
altor bacterii variaza foarte mult, fiind uneori necesare medii de cultura si
conditii de crestere care depind de fiecare specie in parte. Desi eforturile de
mai bine de un secol ale oamenilor de stiinta s-au finalizat prin cultivarea in
vitro a mai multor bacterii de interes (in special cele patogene), se apreciaza
in prezent ca doar 1% din totalul speciilor bacteriene pot fi cultivate in
laborator (7).

In functie de compozitie, existi mai multe medii de culturd uzuale
folosite pentru cultivarea bacteriei E. coli:

1. medii minimale— contin minimul de substante nutritive necesare
cresterii celulelor in absenta aminoacizilor; acest tip de medii au o
compozitie bine definita, ingredientele fiind adaugate in concentratii precise;
ele contin in general o sursa de carbon si energie care poate fi reprezentata
de un glucid (de exemplu glucoza) sau o sursa mai saraca in energie cum
este succinatul, diferite saruri care asigura necesarul de magneziu, azot,
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fosfor, sulf, permitand bacteriilor sd sintetizeze proteine si acizi nucleici;
mediile minimale sunt folosite frecvent pentru studii privind metabolismul
sau pentru selectia tulpinilor recombinate.

In anumite situatii mediile minimale pot fi suplimentate cu un
compus folosit pentru selectie (de reguld un aminoacid sau un glucid) in
scopul cultivarii selective a unor tulpini modificate genetic, auxotrofe pentru
compusul respectiv.

2. medii complexe— confin ingrediente a caror compozifie nu poate
fi definita foarte precis; un exemplu il constituie mediul LB care contine
extract de drojdii alcdtuit din toate componentele unei celule levuriene;
aceste medii sunt folosite pentru cultivari uzuale ale bacteriilor deoarece
asigurd un mediu bogat in nutrieni, bacteriile nefiind supuse unui stres
nutritiv $i nu sunt fortate sa sintetizeze compusii de care au nevoie pornind
de la precursori.

Medii de cultura minimale

Ingredientele folosite pentru prepararea acestor medii se adauga in
apa, fiind iIncalzite si agitate pana la dizolvare completd. Ulterior se
repartizeaza in recipiente separate, se sterilizeaza prin autoclavare timp de
15 min la presiunea de 1 atm. Suplimentele nutritive sau antibioticele
sterilizate prin filtrare se adauga dupa autoclavare, cand mediul are o tempe-
raturd mai micd de 50°C. Dupa racire completd, capacul recipientelor se
strAnge bine, iar mediile pot fi pastrate la temperatura camerei sau la 4°C
pe o perioada nedefinitd. Pentru pastrare se pot adauga 50 ml cloroform care
are rol de conservant (cloroformul se separa sub forma unui strat la fundul
vasului astfel incat poate fi evitata utilizarea sa la prepararea mediului 1X).

Inainte de utilizare, mediile concentrate 5X se dilueazi cu api in
proportie de 1:5 si se adauga urmatoarele solutii sterilizate prin filtrare:

1. MgSO4 X 7H20 1M-1 1’1’11;

2. sursa de carbon 20% (de obicei glucoza sau glicerol) — 10 ml;
sursa de carbon se alege in functie de necesitatile tulpinii folosite
sau de natura experimentului.

In functie de necesitati, in mediile minimale se pot adiuga:

1. vitamina B1 (tiamind) 0,5% — 0,1 ml;

2. amestec aminoacizi proveniti prin hidroliza acida a cazeinei 20% —5 ml,

3. L-aminoacizi — 40 pg/ml;
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4. DL-aminoacizi — 80 pg/ml
5. antibiotice (Tabelul 2, pagina 40)

In cele ce urmeaza sunt prezentate retetele unor medii de cultura
minimale folosite cel mai frecvent pentru cultivarea bacteriei E. coli in
laborator.

Mediu M9(stoc concentrat 5X)

NazHPO4 30 g
KH2P04 15 g
NH4Cl 5¢g
NaCl 25¢g
CaCl;, (optional) 0,015¢g
Apa distilata pana la 1000 ml
Mediu M63(stoc concentrat 5X)
(NH4)st4 10 g
KH2P04 68 g
FCSO4 : 7H20 2,5 mg
Apa distilata pand la 1000 ml

pH=7; se ajusteazd cu KOH

Mediu A (stoc concentrat 5X)

(NH4)2SO4 5 g
KH2P04 22,5 g
K2HPO4 52,5 g

Citrat de sodiu X 2H,O 25¢g

Apa distilata pana la 1000 ml
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Medii de cultura complexe

Aceste medii se sterilizeaza de reguld prin autoclavare la presiunea
de 1 atm, timp de 25 minute. Suplimentele nutritive sau antibioticele se
pot adauga dupa racirea prealabild a mediilor, consecutiv sterilizarii.

In continuare sunt prezentate citeva din cele mai folosite medii

complexe.

Bulion Lambda
Triptona 100 g
NaCl 25¢g
Apa distilata pana la 1000
ml
Bulion-triptona
Triptona 10g
NaCl 5¢g
Apa distilata pana la 1000
ml
Mediu H
Triptona 10g
NaCl 8g
Apa distilata pana la 1000
ml
Mediu LB (Luria-Bertani)
Triptona 10g
Extract de 5¢g
drojdii
NaCl S5¢g
Apa distilata pana la 1000
ml

pH=7; se corecteaza prin adaugarea de solutie NaOH IN. Se
sterilizeaza prin autoclavare, timp de 20 min, la presiunea de 1 atm.
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Bulion NZC
N-Z-Amine A 10g
(Sigma)
NaCl 5¢g
Apa distilata pana la 1000
ml

Se autoclaveaza la presiunea de 1 atm timp de 30 minute dupa care se
adaugd 5 ml solutie amestec aminoacizi 20% proveniti prin hidroliza
acida a cazeinei sterilizata prin filtrare.

Mediu NZCYCM
N-Z-Amine A (Sigma) 10g
NaCl 5¢g
Extract de drojdii 5g
MgSO4 x 7TH,0 2g
Amestec aminoacizi lg
proveniti din caseina
Apa distilata pana la 1000 ml

Se agita pana la dizolvare completd; se ajusteaza pH-ul la 7 cu NaOH 5N
(aproximativ 0,2 ml). Se sterilizeaza prin autoclavare timp de 20 minute
la la presiunea de 1 atm.

Mediu NZYM
N-Z-Amine A 10g
(Sigma)
NaCl 5¢g
Extract de drojdii S5¢g
MgSO4 x 7TH,0 2g
Apa distilata pana la 1000
ml
Mediu NZM
N-Z-Amine A 10g
(Sigma)

NaCl 5¢
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MgSO4 x 7TH,0 2g
Apa distilata pana la 1000
ml
Mediu SB (super-bulion)
Triptona 32¢g
Extract de drojdii 20g
NacCl 5¢
NaOH I N S5ml
Apa distilata pana la 1000
ml
Mediu SOB
Triptona 20¢g
Extract de drojdii S5¢g
NaCl 0,5¢g
Apa distilata pana la 980
ml

Amestecul se agitd pand la dizolvare completd. Se adauga 10 ml solutie
KCI1250 mM (1,86 g KC11n 100 ml apa distilatd). Se ajusteaza pH-ul la 7
cu NaOH 5 N (aproximativ 0,2 ml). Se sterilizeaza prin autoclavare timp
de 20 minute la presiunea de 1 atm. Inainte de utilizare se adauga 5 ml
solutie MgCl, 2M (19 g MgCl, in 90 ml apa distilatd; se ajusteaza volumul
la 100 ml si se autoclaveaza timp de 20 minute la presiunea de latm).

Mediu SOC Triptona 20g
Extract de drojdii 5¢g
NaCl1 M 10 ml
KCI1M 2,5ml
Apa distilata pana la 980
ml

Dupa autoclavare se raceste mediul pana la temperatura de 45°C si
se adauga 10 ml solutie MgCl, 2M si 20 ml solutie glucoza 20% (w/v)
sterilizate in prealabil prin filtrare.
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Medii de cultura solide

Mediile de cultura lichide pot fi solidificate cu ajutorul agarului.
In cazul mediilor minimale se recomanda sterilizarea separati a agarului
in apa deoarece autoclavarea impreuna creste riscul aparifiei unui
precipitat insolubil. Pentru mediile de cultura complexe se poate face
autoclavarea tuturor ingredientelor Impreuna cu agarul. Dupa sterilizare,
mediile cu agar pot fi turnate in placi Petri la o temperaturd de 50°C; daca
temperatura scade sub 45°C agarul se solidifica, iar turnarea mediului de
cultura devine dificila.

Se recomanda ca placile cu mediul proaspat turnat sa fie uscate
inainte de Tnsdmantare deoarece excesul de umiditate poate Tmpiedica eta-
larea sau dezvoltarea normala a bacteriilor. Pentru uscare placile pot fi 1asate
fara capac timp de 30 minute in hota cu flux de aer laminar sau cu capac,
la temperatura camerei, pe masa din laborator, timp de 2-3 zile. Placile
uscate pot fi pastrate cu capacul in jos la temperatura de 4°C ambalate in
pungi din plastic.

Medii minimale solide

Se adauga 15 g agar in 800 ml apa si se autoclaveaza la presiunea
de 1 atm timp de 15 min. Dupa racire la temperatura de 50°C se adauga
mediul minimal concentrat, sursa de carbon, solutia de antibiotic si se

repartizeaza 1n placi Petri cate 15-20 ml/placa.

Medii de cultura complexe solide

Agar Lambda
Triptona 10g
NaCl 25¢g
Agar I5¢g
Apa distilata pana la 1000 ml
Mediu H
Triptona 10g
NaCl 8g
Agar I5¢g

Apa distilata pana la 1000 ml
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Mediu LB (Luria-Bertani)

Triptona 10g
Extract de 5¢g
drojdii
NaCl 5¢g
Agar sau I5g
agaroza

Apa distilata pana la 1000 ml

In compozitia acestor medii se mai pot adiuga in functie de necesitati:

1. antibiotice — ampicilind (50 pg/ml), tetraciclind (12 pg/ml), alte
antibiotice;

2. galactozide — Xgal (20 pg/ml), IPTG (0,1 mM), alte galactozide.

Agar de acoperire

Mediul se utilizeaza pentru a asigura repartitia uniforma a fagilor
sau celulelor bacteriene intr-un strat subtire de agar la suprafata altui
mediu de culturd. Intr-o astfel de aplicatie, agarul topit este amestecat cu
celulele, apoi este turnat deasupra mediului de culturd dintr-o placa Petri
si este lasat sa se solidifice. Acest strat de celule se va dezvolta abundent,
formand o plaja de colonii fuzionate.

Agarul de acoperire contine mai putin agar (0,75%) decat se
adaugd in mod obisnuit la prepararea mediilor de culturd solide, din acest
motiv poate ramane in stare topitd mai multe zile daca este mentinut la
temperatura de 45°C. In locul agarului se poate folosi si agaroza atunci
cand aplicatiile vizeaza extractia directa a ADN-ului din fagii cultivati.

Mediul se prepara in recipiente de 1000 ml, se autoclaveaza timp
de 15 min la presiunea de 1 atm, se raceste la temperatura de 50°C, se
agitd pentru omogenizare, se separa in recipiente de 100 ml si se
sterilizeaza, putand fi ulterior pastrat la temperatura camerei. Inainte de
utilizare se topeste agarul prin incdlzire pe o baie de apd sau intr-un
cuptor cu microunde, apoi se riaceste la temperatura de 45°C si poate fi
turnat in placi Petri.
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Agar de acoperire H
Triptona 10g
NaCl 8g
Agar 7g
Apa distilatd  pana la 1000 ml
Agar de acoperire LB
Triptona 10g
Extract de 5¢g
drojdii
NaCl S5¢g
Agar 7g
Apa distilata  pana la 1000 ml
Agar de acoperire Lambda
Triptona 10g
NaCl 25¢g
Agar 7g
Apa distilatda  pand la 1000 ml
Agaroza de acoperire
Triptona 10g
NaCl 8g
Agaroza 6g
Apa distilatda  pand la 1000 ml

Agar de conservare prin intepare

Este folosit pentru pastrarea un timp mai indelungat a culturilor
bacteriene la temperatura de 4°C.Cisteina se adaugd in scopul cresterii
timpului de conservare a bacteriilor prin aceasta metoda.

Nutrient Broth

NaCl
Agar
Cisteina

10g
5g
6g
10 mg
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Tiamina 10 mg
Apa distilata pana la 1000 ml

Antibiotice utilizate la prepararea mediilor de
cultura

Antibioticele sunt substante chimice care au capacitatea de a
distruge sau inhiba dezvoltarea microorganismelor procariote, fara a avea
efect toxic asupra organismelor eucariote. In general, se adaugd ca
suplimente in mediile de culturd folosite pentru cultivarea E. coli in
scopul prevenirii dezvoltarii altor bacterii care nu contin genele rezistentei
la antibiotice §i pentru a asigura stabilitatea plasmidelor in celulele
bacteriene (7).

Pentru a preveni alterarea lor, antibioticele se adaugd in mediile de
cultura dupa racirea acestora, la temperaturi mai mici de 50°C. Inainte de
adaugare, solutiile care confin antibiotice se sterilizeaza prin filtrare,
folosind filtre de 0,22 um. Antibioticele in solutii alcoolice nu necesita
sterilizare. In situatii de urgentd antibioticele pot fi adiugate direct pe
mediile solide din placi in volume care sd asigure concentratia finala
doritd; se lasa placile in repaus aproximativ o ora, timp in care antibioticul
difuzeaza in mediul de cultura.

In mod obisnuit se preferd prepararea unor solutii stoc de
antibiotice pentru a usura munca in laborator. In Tabelul 2 sunt prezentate
solutiile stoc, concentratiile de lucru precum si mecanismul de actiune al
principalelor antibiotice adaugate in mediile de cultura folosite pentru
cultivarea bacteriei E. coli.

Se recomanda ca solutiile concentrate de antibiotice sa se pastreze
la temperatura de 4°C nu mai mult de o luna sau la temperatura de -20°C
nu mai mult de 6 luni. De asemenea, mediile de cultura care contin
antibiotice nu trebuie folosite daca au fost pastrate pentru mai mult de o
luna la frigider; mediile suplimentate cu antibiotice fotosensibile
(tetraciclina, rifampicind) trebuie pastrate la intuneric sau invelite in folie
de aluminiu.
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TABEL 2. Principalele antibiotice folosite pentru cultivarea bacteriei Escherichia

coli

Antibiotic

Concentratie
solutie stoc
(mg/ml)

Concentratie
solutie de lucru

(ng/ml)

Mecanism de actiune

Acidul nalidixic
(pH pana la 1 cu
NaOH)
Ampicilind (sare
de sodiu)

Carbenicilini?

Cloramfenicol

D-cicloserina®

Eritromicina

Gentamicina

Kanamicina

Kasugamicina

5

10 (in H,0)

10 (in H,0)

6 (in etanol
100%)

10 (in 0,1 M
tampot fosfat
de sodiu,
pH=8)

10 (in H,0)

3 (in H,0)

10 (in H,0)

10 (in H,0)

15

50

50

30

200

50

15

50

1000

Bacteriostatic; inhiba sinteza
ADN.

Bactericid;  antibiotic  f-
lactamic  care impiedica
sinteza peretelui celular prin
inhibarea formarii legaturilor
peptidoglicanice.

Acelagi mecanism descris
pentru ampicilina.
Bacteriostatic; impiedica
sinteza  proteinelor  prin
inhibarea  translatiei la
nivelul subunitatii 50 S a
ribozomului datorita blocarii
reactiei de transpeptidare si
elongare a lanfului de
aminoacizi.
Bactericid; inhiba sinteza
peretelui celular prin
impiedicarea formarii
D-alaninei din L-alanind si
formarea legaturilor
peptidice ce  presupun
D-alanina.

Bacteriostatic; antibiotic din
grupa macrolidelor care se
leagd de subunitatea 50 S a
ribozomului si inhiba
translatia  prin  blocarea
reactiei de transpeptidare.
Bactericid; antibiotic din
grupa aminoglicozidelor care
inhiba sinteza proteinelor
prin legarea de subunitatea
30 S a ribozomului.
Bactericid; inhiba
proteinelor.
Bactericid; inhiba
proteinelor  prin

sinteza

sinteza
alterarea
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Antibiotic' Concentratie Concentratie Mecanism de actiune
solutie stoc solutie de lucru
(mg/ml) (pg/ml)
reactiei de metilare a ARN
16 S.
Rifampicina® 20 (in metanol 100 Bactericid; inhiba initierea
sau DMSO) transcriptiei ARN prin legare
de ARN polimeraza.
Spectinomicina 20 (in H,0O) 100 Bactericid; antibiotic din

grupa aminoglicozidelor care
inhiba sinteza proteinelor
prin legare de subunitatea
30 S a ribozomului.

Streptomicina 10 (in H,O) 50 Bactericid; antibiotic  din
grupa aminoglicozidelor care
inhiba sinteza proteinelor
prin legare de subunitatea
30 S a ribozomului.

Tetraciclina® 2,5 (in etanol 12,5 Bacteriostatic; inhiba sinteza
50%) proteinelor prin legare de
subunitatea 30 S a

ribozomului.

! Toate antibioticele trebuie pastrate la temperatura de 4°C, cu exceptia tetraciclinei care se pastreaza la -20°C.
% Carbenicilina poate fi pastrata in solutie 50% etanol/50% apa la temperatura de -20°C.

? Solutiile de D-cicloserina sunt instabile; din acest motiv trebuie utilizate imediat dupa preparare.

* Antibiotic sensibil la lumina; solutiile stoc se pastreazi la intuneric.

Bactericid = omoara bacteriile.

Bacteriostatic = inhiba cresterea si multiplicarea bacteriilor.

I1. 2 Cultivarea E. coli pe medii solide

Numeroase bacterii printre care si E. coli au capacitatea de a
forma colonii izolate atunci cand sunt cultivate pe medii solide. Fiecare
colonie rezultd prin cresterea si multiplicarea unei singure celule;
deoarece E. coli se divide asexuat, toate celulele dintr-o colonie sunt
identice din punct de vedere genetic, fiind denumite ,,clone”. Deoarece
fiecare colonie reprezintd o populatie de clone si fiecare colonie poate fi
diferita de celelalte colonii dintr-o placa, se recomanda ca in cadrul
experimentelor s fie folosite doar colonii izolate. Studiul unor populatii
mixte de celule duce frecvent la obtinerea unor rezultate neconcludente

().
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Insa@mantarea la suprafata mediilor de culturd
solide

Culturile de E. coli pot fi usor insamantate la suprafata mediilor de
cultura solide folosind o bagheta de etalare in felul urmator:
1. la mijlocul placii se depune cu ajutorul unei pipete un volum din
cultura de Tnsamantat (50-500 pl);
se sterilizeaza prin flambare bagheta de etalare dupa care se raceste
atingand portiuni ale mediului de cultura care nu se vor folosi;
se raspandeste inoculul uniform pe toata suprafata mediului de cultura;
dupa finalizare se pune bagheta de etalare intr-un pahar cu etanol;
se lasd mediul de cultura sa se usuce;
se incubeaza la temperatura optima de crestere (in general 37°C).

D

AN

Pentru inoculare se poate folosi si 0 ansd de insdmantare, caz in
care procedeul se numeste insamantare prin descriere de striuri:

1. se sterilizeaza ansa prin incalzire la rosu;
se preia cu ansa din cultura microbiand de insdmantat (din
mediu lichid sau solid);

3. se traseaza cu ansa, la suprafata mediului, o linie de 2-3 cm
lungime la o margine a placii Petri (Figura 7);

4. se sterilizeaza ansa din nou si se raceste pe o portiune de
mediu;

5. se trece o data, usor, ansa peste linia trasatd initial, apoi se
continud descrierea de striuri in zig-zag pe o parte din
suprafata mediului de culturd, avand grija sd nu se suprapund
striurile descrise;

6. se sterilizeaza ansa din nou si se raceste;

7. se trece ansa o data peste ultimul striu descris anterior, apoi se

continud in zig-zag descrierea unui nou set de striuri;

se repeta acesti pasi pana la descrierea a trei seturi de striuri;

la final se sterilizeaza ansa de Insamantare;

10.se incubeaza placile astfel inoculate cu capacul in jos, la
temperatura optima dezvoltarii (37°C).

O >
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Incubare

FIGURA 7. insamantarea bacteriei E. coli la suprafata mediului de cultura prin

descriere de striuri.
Prin trasarea celor trei seturi de striuri se realizeaza o dilutie a inocului bacterian
ceea ce permite obtinerea de colonii izolate.

Mediile de culturd pot fi Tnsamantate si printr-un procedeu care
permite obtinerea de replici ale unei placi Petri pe suprafata careia sunt
deja dezvoltate colonii. Aceastd tehnica permite transferarea coloniilor de
pe o placad Petri pe altd placa, mentinand paternul original al coloniilor.
Metoda are numeroase aplicatii in experimentele care se bazeaza pe ADN
recombinat, oferind avantajul testarii simultane a unui numar mare de
colonii din punct de vedere al capacitatii lor de a se dezvolta in conditii
diferite de cultivare.

Pentru realizarea placilor replica este necesar un dispozitiv alcatuit
dintr-un bloc rotund de lemn sau metal care poate intra fix intr-o placa
Petri, un inel metalic si o bucata de catifea sterila (Figura 8).
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FIGURA 8. Dispozitiv folosit pentru obtinerea unei placi replica

Pentru inoculare, bucata de catifea sterila este prinsa de bloc cu
ajutorul inelului metalic. Apoi placa Petri pe care se afld coloniile
dezvoltate se apasa usor peste bucata de catifea; placile care se utilizeaza
trebuie sa contind un numar de 50-100 colonii izolate. Nu se apasa foarte
tare pentru ca este posibil transferul coloniilor in totalitate sau este
posibila desprinderea mediului de culturd. Placa Petri cu mediul steril se
aseaza peste bucata de catifea pastrand orientarea placii originale, astfel
incat sa se realizeze transferul coloniilor. Prin acest procedeu se pot obtine
pana la 10 replici ale placii originale. La final, bucata de catifea poate fi
spalata, sterilizata si refolosita.

Insamantarea in profunzime a mediilor de
cultura solide

Insamantarea in profunzimea mediilor solide se poate face prin
incorporare sau prin intepare. Pentru iTnsdmantarea prin incorporare, mediile
de cultura se topesc si se ricesc la temperatura de 50°C. Se introduce apoi o
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cantitate din cultura de Tnsdmantat. Se omogenizeaza amestecul prin agitare,
fara a se introduce bule de aer, dupa care mediile insdmantate sunt lasate sa
se solidifice. Insimantarea prin intepare se efectueaza cu ajutorul ansei, asa
cum este prezentat in Figura 9.

w g J N
FIGURA 9. Tnsdmantarea mediilor de cultura solide prin intepare

Ca rezultat al manipularilor genetice folosind E. coli (transformari
sau mutageneza) rezulta populatii mixte de celule care trebuie separate. O
cultura saturatd tipica poate avea o concentratie de 1 x 10° celule/ml. in
astfel de situatii, obtinerea coloniilor izolate (clone) presupune inocularea
mediilor de culturd la suprafatd folosind dilutii ale culturilor de interes
(2). Obtinerea unei serii de dilutii se poate realiza in felul urmator:

Materiale necesare

—mediu LB lichid;
—mediu LB solid repartizat in placi Petri cu diametrul de 10 cm;
— eprubete sterile cu diametrul de 16 mm sau 18 mm;
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Modul de lucru

>

cu ajutorul unei pipete se introduc cate 5 ml LB in trei eprubete
sterile care se noteaza cu 1, 2 respectiv 3;

se transferda 5 pl din cultura bacteriana in eprubeta 1 si se agitd cu
ajutorul unui vortex timp de 5 secunde;

se inlocuieste varful pipetei cu unul steril si se transferd 5 pl lichid
din eprubeta 1 in eprubeta 2; se agita timp de 5 secunde folosind
vortexul;

se repetd pasul 3 pana la obtinerea unei serii de dilutii in cele trei
eprubete: in eprubeta 1 proba initiald a fost diluata de 1 x 10° ori
(1.000 de ori), in eprubeta 2 de 1 x 10° ori (1.000.000 ori), iar in
eprubeta 3 de 1 x 10° ori.

se inoculeaza cate o placa Petri ce contine mediu LB cu cate
100 pl din fiecare dilutie si se etaleaza;

se incubeaza peste noapte la temperatura de 37°C;

se numara coloniile dezvoltate, tinandu-se cont ca in fiecare placa
s-au dezvoltat celulele prezente in 1/10 dintr-un mililitru provenit
din fiecare dilutie n parte; prin urmare, pentru a afla numarul de
celule/ml trebuie Tnmultit numarul de colonii cu 10 si apoi cu
dilutia utilizatda pentru Insamantare; de exemplu, daca s-au
dezvoltat 69 de colonii din dilutia 10°, numarul de celule/ml va fi:
69 x 10 x 10° sau 6,9 x 10°%;

pentru cd fiecare colonie izolatd poate fi ulterior folosita, se
recomandd pastrarea placilor la temperatura de 4°C invelite cu
Parafilm sau folie din plastic.

Pentru obtinerea coloniilor izolate se poate utiliza si tehnica

descrierii de striuri prezentatd anterior (Figura 7). Metoda este mai usor
de utilizat in comparatie cu cea care presupune obtinerea de dilutii, insa
nu permite si numararea celulelor dintr-o cultur. In situatia in care se
doreste obtinerea de colonii izolate din mai multe culturi bacteriene se
prefera, din motive practice, impartirea suprafetei unei placi Petri in 4, 6
sau 8 sectoare, inoculandu-se fiecare sector in parte.



Metode de cultivare a bacteriei Escherichia coli 47

I1. 3 Cultivarea E. coli in medii lichide

Cresterea bacteriei E. coli in medii de cultura lichide este stimulata
de prezenta oxigenului, deoarece ciclul Krebs si reactiile de fosforilare
oxidativda necesitd oxigen pentru catabolizarea completda a surselor
complexe de carbon pana la CO,(7). Din aceste motive culturile in
mediile lichide necesita agitare permanentd pe durata incubarii (de regula
200 rpm). Pentru cultivarea unor volume mai mari de 50 ml se recomanda
utilizarea unor baloane Erlenmeyer prevazute cu piedica ce au rolul de a
agita mediul de culturd si de a permite dizolvarea oxigenului. Pentru
culturi cu un volum mai mic de 10 ml se pot folosi eprubete de centrifuga
cu capac sau eprubete cu dop; in comert sunt disponibile o varietate de
eprubete, baloane din sticla prevazute cu dopuri din plastic sau metal, care
pot fi folosite pentru cultivarea E. coli in medii lichide. Pentru a permite o
mai buna oxigenare se recomanda ca volumul de mediu de cultura sa nu
depaseascd 1/3 din capacitatea maxima a recipientului in care se adauga.

Inocularea si cultivarea folosind volume mici de
mediu

O culturd cu un volum mai mic de 10 ml poate fi usor obtinuta
prin cultivare peste noapte in mediu LB pornind de la o singura colonie.
Inocularea unei singure colonii in volume mai mari de medii (100 ml) cu
o concentratie ridicatd de nutrienti (mediul TB) permite de asemenea
cresterea culturii peste noapte pand la faza stationara.

Pentru inoculare se procedeaza in felul urmator (7):

1. se sterilizeaza ansa de insamantare;

2. cu ajutorul ansei racite (sau a unei scobitori sterile) se preleveaza o
portiune dintr-o colonie izolata;

3. se introduce ansa sau scobitoarea in mediul de culturd lichid,
descarcand produsul microbian pe pereti chiar deasupra lichidului si
se agitd usor; inoculul va patrunde in mediul de culturd imediat dupa
agitare; nu este necesar sd se poatd observa celulele bacteriene in
mediul lichid, fiind necesare doar cateva celule pentru a se atinge,
dupa incubare, o densitate ridicata; capacul tubului trebuie pus
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imediat Tnapoi astfel incat sd se evite contaminarea mediului de
cultura cu aer nesteril;

4. se introduce cultura inoculatd Intr-un termostat cu agitare, la
temperatura de 37°C si turatia de 200 rpm si se incubeaza peste
noapte; dupd 6 ore se poate atinge o densitate opticd ce indica
prezenta a aproximativ 1-2 x 10° celule/ml (2); pentru incubare se pot
folosi si bai de apa termostatate, situatie in care apa trebuie sa
prezinte acelasi nivel ca mediul de cultura din recipientele inoculate.

Inocularea si cultivarea folosind volume mari de
mediu

Volume mari de culturi de E. coli se pot obtine folosind drept
inocul pre-culturi cultivate peste noapte in volume mici (10 ml). Pentru
inoculare se dilueaza pre-cultura 1:100 si se introduce in baloane
Erlenmeyer cu un volum de cinci ori mai mare decat al culturii propriu-
zise. Se incubeazd apoi peste noapte la temperatura de 37°C cu agitare
(200 rpm).

I1.4 Monitorizarea cresterii bacteriei E. coli in
mediile lichide

Dezvoltarea unei populatii bacteriene intr-un mediu de cultura
lichid presupune parcurgerea mai multor faze: lag (de intarziere),
exponentiala (logaritmica), stationara si de declin (Figura 10).

Faza de lag (de intarziere) presupune o adaptare a celulelor
bacteriene la noul mediu de viata, fiind caracterizata prin absenta cresterii.
Durata fazei de lag poate fi scurtatd atunci cand bacteriile sunt transferate
dintr-o culturd aflatd in faza exponentialda intr-un mediu identic.
Consecutiv fazei de lag este faza exponentiald in care celulele bacteriene
se divid, iar numarul lor creste logartimic. Ca urmare a cresterii masive a
numarului de celule, nutrientii disponibili in mediul de cultura
diminueaza in paralel cu scaderea concentratiei oxigenului dizolvat si cu
acumularea unor produsi toxici de metabolism. Cultura intrd in faza
stationard caracterizatd prin mentinerea unui numar relativ constant al
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celulelor. La final apare moartea celulard, numarul celulelor scazand pe
parcursul fazei de declin.

Evolutia unei culturi bacteriene si fazele cresterii pot fi urmarite
prin determinarea numarului de celule folosind o serie de tehnici
prezentate 1n cele ce urmeaza.

Faza de crestere ~ Faza Faza de declin

Faza . . N
exponentiala stationara

de lag

log nr. celule

Timp (ore)

FIGURA 10. Curba de crestere a unei populatii bacteriene in medii de cultura
lichide

Determinarea densitatii optice cu ajutorul
spectrofotometrului

O metoda simpla si rapida de apreciere a cresterii consta in masu-
rarea turbiditatii unei culturi bacteriene cu ajutorul spectrofotometrului (7).

Principiul metodei

Cresterea numarului de celule determind o intensificare a
turbiditatii culturii care poate fi inregistratd prin masurarea cantitatii de
lumind imprastiatd de culturd la o lungime de undd de 600 nm. Cu
ajutorul spectrofotometrului se masoara absorbanta sau densitatea optica
(DO).
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Limitari:

Turbiditatea culturii este determinata atat de celulele vii, cat si de
cele moarte, respectiv de alte particule prezente In mediul de cultura.
Turbiditatea nu este influentatd numai de numarul, ci si de forma,
dimensiunea si compozitia celulelor. In plus celulele bacteriene isi pot
schimba forma si dimensiunile in diferite faze ale cresterii si in diferite
medii de cultura. Toate aceste motive se pot constitui ca surse de erori la
stabilirea numarului de celule dintr-o culturd bacteriand prin folosirea
spectrofotometrului.

Mod de lucru:

Se aduce spectrofotometrul la 0 folosind mediu de cultura steril.
Se masoara densitatea optica a probelor la lungimea de unda de 600 nm:
valorile DO finale ar trebui sa varieze intr-un interval optim cuprins intre
0,1 si 1. In situatia in care densitatea celulelor este prea mare (DO > 1),
pentru masuratori precise este necesara diluarea probelor cu mediu steril,
folosind o ratd de dilutie zecimala (1/10) pana cand valorile DO se
incadreaza in intervalul optim.

In general, se considera ca pentru fiecare 0,1 unititi DO corespund
1 x 10® celule/ml. insa este important de retinut faptul ci aceasta este doar
o estimare (4),(1). Pentru a determina mai precis numarul de celule
folosind spectrofotometrul este necesara construirea unei curbe standard
utilizdnd alte metode de numarare a celulelor mai precise asa cum sunt
observarea folosind camera de numadrare sau determinarea numarului de
celule viabile prin cultivare in placi Petri. Dupa construirea curbei
standard, DO a culturii poate fi determinatd cu ajutorul
spectrofotometrului iar numarul de celule poate fi citit de pe curba.
Deoarece diferitele specii si tulpini bacteriene au celule cu forme si
dimensiuni diferite este necesard intocmirea de curbe standard pentru
fiecare specie sau tulpina.
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Determinarea densitatii optice cu ajutorul
hemocitometrului

Hemocitometrul sau orice alt tip de camera de numarare poate fi
utilizatd pentru determinarea la microscop a densitatii celulare a unei
culturi. Aceste dispozitive constau dintr-o lama de sticla prevazuta cu o
retea find de grile gravate si dintr-o lameld care se aseazd deasupra
(Figura 11). Intre cele doua lame se delimiteaza un spatiu cu un volum
cunoscut in care patrunde prin capilaritate lichidul cu microorganismele
de numarat.

In vederea numaririi celulelor, se aseazi mai intdi lamela pe lama
de sticld. Se adaugd pe fiecare parte a lamei de sticld, sub lamela, cate
10 pl din proba nediluata sau diluata (in functie de densitatea celulara a
culturii); datorita capilaritatii, lichidul este atras catre suprafata de
numadrat pe masura ce este adaugat incet pe margini. Se lasd apoi lama de
sticla in repaus cateva minute dupa care se numara la microscop celulele
din 5 patrate precum cele ilustrate in Figura 11. Pentru a determina
numarul de celule bacteriene/ml se utilizeaza urmatoarea formula:

Numar celule bacteriene/ml= numar de celule numarate x dilutia (daca se
utilizeaza) x 50.000

unde 50.000 = 10 (adancimea de 0,1 mm) x 5.000 (5 patrate
numarate x 1.000 mm3), 1.000 mm’ = 1 ml

Se recomandd ca in functie de modelul camerei de numarare
utilizate sa se citeasca Tnainte instructiunile de utilizare.
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FIGURA 11. Camera de numarat Birker-Tirk folosita pentru determinarea
numarului de celule cu ajutorul microscopului

Determinarea numarului de bacterii prin
cultivare in placi Petri

O altd metoda comund de determinare a numadrului de celule
constd in insdmantarea mediului de cultura lichid pe medii de cultura
solide aflate in placi Petri, incubarea si numardtoarea coloniilor
dezvoltate(3). Aceasta tehnica poate fi usor realizata in orice laborator de
microbiologie conferind avantajul determindrii numarului de celule
viabile din totalul celulelor (vii i moarte) prezente in mediul de cultura.

Principiul metodei

Fiecare celuld bacteriand viabila prezenta in mediul de cultura
lichid formeaza o colonie, astfel incat numarul total de colonii dezvoltate
pe placa Petri indicd numarul de microorganisme continute in mediul
initial, capabile sa creasca in conditiile de cultivare folosite.
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Limitari:

Un dezavantaj major al acestei metode constd in presupunerea ca
fiecare colonie are la origine o celuld. In realitate aceasta situatie este
rareori valabild, deoarece mai multe celule se pot agrega, ducand la
formarea unei singure colonii. Din acest motiv se recomanda diluarea
probei, utilizarea unui volum mic de inocul §i etalarea cat mai corectd a
acestuia pe suprafata mediului de culturd. Un alt dezavantaj este dat de
timpul de incubare, de la momentul inocularii i pana la momentul
numdririi fiind necesare aproximativ 18-24 ore. In situatia in care este
necesar sa se cunoasca densitatea celulara a unei culturi bacteriene intr-un
timp mai scurt se recomanda utilizarea celorlalte tehnici de numarare
prezentate anterior.

Mod de lucru:

1. efectuarea dilutiilor — proba de analizat este diluatd in scopul
obtinerii pe o placa Petri a unui numar de colonii cuprins intre 30 si
300; in acest scop se utilizeaza o serie de dilutii zecimale (Figura 12);

Iml 1ml Iml 1ml
/I«Hﬁll\/‘r‘n\/‘*\/“\\

Cultura de
E. coliin LB ’7 Fiecare eprubeta
l contine 9 ml LB
steril

Etalare

FIGURA 12. Tehnica efectuarii dilutiilor zecimale



54 Biologie moleculara. Metode experimentale

2. Insamdntarea — din dilutiile efectuate se fac insamantari, introducand
volume mai mici de 0,1 ml din fiecare dilutie intr-o placa cu mediu
topit si racit la temperatura de 45°C; placile se rotesc usor pentru
distribuirea uniforma a inoculului in mediu; pentru fiecare dilutie se
recomanda sd se insdmanteze cate 2-3 placi, facandu-se apoi media
numarului de colonii dezvoltate;

Incubarea — placile insamantate se incubeaza la temperatura de 37°C;

4. numararea coloniilor — coloniile bacteriene se numara obisnuit dupa
24 ore, cu ochiul liber sau cu ajutorul lupei; pentru determinarea
numarului de celule/ml se utilizeaza formula:

UFC _ax 10"
ml %

unde:
UFC = unitati formatoare de colonii (se foloseste in
loc de celule/ml);

a = numar mediu al coloniilor dezvoltate dupa
insdmantare;

10" = dilutie folositd pentru insamantare (cu semn
schimbat);

J'=volum (in ml) de suspensie folosit la insamantare

Utilizarea acestei tehnici presupune realizarea cu atenfie a
dilutiilor si insamantarilor astfel incat sa se evite eventualele erori care
pot apdrea. Pentru sigurantd se recomanda numararea coloniilor provenite
prin insamantarea si incubarea a doud dilutii diferite; valoarea finala
obtinuta in cele doua situatii ar trebui sa indice concentratii celulare
similare. Rata de crestere a diverselor tulpini de E. coli este diferitd, prin
urmare timpul de incubare trebuie ajustat in functie de fiecare tulpina
utilizata in cadrul experimentelor.

I1. 5 Pastrarea culturilor de E. coli

Culturile de E. coli pot fi pastrate in laborator intervale variabile
de timp, de la cateva zile pana la perioade nedefinite. O importanta
deosebita trebuie 1nsd acordata modalitatii de pastrare pe termen lung, in
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special in cazurile in care tulpinile respective sunt recombinate genetic
(1). Tulpinile de E. coli pastrate in placi Petri sunt viabile pana la 2
saptamani pastrate la temperatura de 4°C dacd placile au fost sigilate cu
Parafilm. Nu se recomanda insd pastrarea culturilor in medii lichide mai
mult decat este necesara atingerea unei densitati celulare ridicate. In plus,
in cazul acestor culturi, este important in multe situatii ca celulele sa nu
atingd faza stationard, deoarece poate fi afectatd stabilitatea ADN-ului
recombinat.

Pastrarea culturilor un timp indelungat in laborator se poate realiza
prin congelare la temperatura de -80°C sau prin utilizarea unor containere
speciale cu azot lichid.

Pastrarea prin congelare la -80°C
Materiale necesare:

medii de cultura lichide complexe (bulion LB sau TB);

. tuburi de criostocare;

3. glicerol 50% (v/v): 50 ml glicerol se dizolva in 50 ml apa distilata
si se sterilizeza prin filtrare.

N —

Mod de lucru:

1. cu o zi inainte de criostocare se inoculeaza tulpina de E. coli in 5
sau 10 ml bulion LB sau TB in care se adaugd antibioticul
corespunzator;

2. se incubeaza la temperatura de 37°C cu agitare, peste noapte;

3. 1in cultura dezvoltatd se adaugd glicerol 50 % (v/v) in raport 1:1
(concentratie finala de glicerol este de 25%); glicerolul este o
substantd crioprotectoare care are rolul de a preveni leziunile
celulare provocate de inghetare; in locul glicerolului se poate
utiliza si o solugie dimetilsufoxid 7% care ofera avantajul unei
pipetari mai usoare (2);
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4.

se agitd bine amestecul si se transfera in eprubete de criostocare
(doud sau mai multe microeprubete pentru tulpinile mai
importante);

se ingheatd rapid eprubetele impreund cu continutul lor prin
asezare pe o baie cu gheatd uscatd/etanol sau prin utilizarea
azotului lichid, dupa care se introduc in congelator la temperatura
de -80°C; alternativ, eprubetele de criostocare pot fi introduse
direct in congelator;

stocurile de glicerol pot fi pastrate la temperatura de -80°C o
perioada nedefinita de timp.

Pentru a re-activa tulpinile bacteriene, se scot eprubetele de

criostocare din congelator si, cu ajutorul unei anse, se preleveaza din
continutul acestora o parte care se inoculeazd pe un mediu de cultura
proaspat. Stocurile de glicerol se introduc imediat in congelator. Nu se
recomandd dezghetarea completd deoarece ciclurile inghet-dezghet
succesive pot afecta semnificativ viabilitatea culturii.
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III. PLASMIDE SI TULPINI DE
ESCHERICHIA COLI UTILIZATE
FRECVENT IN BIOLOGIA
MOLECULARA

Cateva descoperiri din domeniul geneticii au condus la elaborarea
unor tehnici de laborator care au permis cercetatorilor sa analizeze si sa
manipuleze moleculele de ADN intr-o maniera fara precedent, realizand o
adevaratd revolutie 1n toate domeniile biologiei. Organismele modificate
genetic si terapia genicad sunt doar doud dintre aplicatiile ingineriei
genetice— domeniu cu o dezvoltare deosebita ce nu ar fi fost posibila fara
implicarea microorganismelor.

Ingineria genetica isi are inceputurile in anii '60 (/), cand a fost
descoperitda o noud clasda de enzime bacteriene numite endonucleaze.
Acestea au rolul de a recunoste ADN-ul strain care patrunde in celuld pe
diverse cai si de a-1 inactiva prin clivare. Important este ca mecanismul de
clivare al moleculelor de ADN nu se realizeaza la intamplare, ci are loc in
locatii precise dictate de o secventd specificd de 4-6 nucleotide. De la
izolarea primei enzime de restrictie - HindIII 1n anul 1970 (2) si pana in
prezent au fost descrise nu mai putin de 4000 enzime de restrictie (3),
fiecare clivand ADN-ul intr-un situs specific unic. Cercetatorul are astfel
posibilitatea de a utiliza aceste enzime pentru a cliva ADN-ul in mod
specific asemenea unui foarfece molecular foarte precis.

Deoarece moleculele de ADN au aceleasi proprietati indiferent
daca provin de la plante, animale, fungi sau microorganisme, fragmente
din surse foarte variate pot fi unite pentru a forma o moleculd noua.
Astfel, nu cu mult timp dupd izolarea primelor enzime de restrictie,
acestea au fost utilizate pentru obtinerea primei molecule de ADN
recombinat creatd de om (4),(5),(6). Obtinerea acesteia a implicat izolarea
si clivarea a doud fragmente de ADN din doua surse diferite, proceduri
urmate de utilizarea ADN-ligazei pentru lipirea celor doud fragmente si
obtinerea unei molecule noi (Figural3).
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FIGURA 13. Obtinerea unei molecule ADN recombinate.
Prin clivarea ADN-ului din doud surse diferite cu aceeasi enzima de restrictie
(Hindlll) se formeaza capete coezive compatibile, ce faciliteaza procesul de ligare.

Un alt punct cheie in dezvoltarea ingineriei genetice este aparifia
procesului de clonare. Desi termenul este utilizat si pentru a descrie
producerea de celule sau organisme identice din punct de vedere genetic,
in sensul sdu strict clonarea reprezintd producerea de copii identice ale
unei molecule de ADN in numar foarte mare.

Procesul de clonare consta din 4 etape distincte (7) — Figura 14:

1. izolarea fragmentelor de interes si clivarea lor cu enzime de restrictie;
2. ligarea celor doud fragmente si obtinerea moleculei recombinate;

3. transfectia (transformarea) celulelor (cel mai frecvent de Escherichia
coli) cu noile molecule recombinate;

4. selectia celulelor ce au fost transformate cu succes si care contin noua
molecula de ADN recombinat.

Pentru a putea parcurge cele 4 etape in scopul clonarii unei gene
sunt necesare cel putin doud elemente:

1. un vector reprezentat de o molecula de ADN purtatoare capabila
sd se autoreplice; secventa de clonat este inseratd in interiorul
vectorului si se replicd odata cu acesta;
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2. un organism gazda in care vectorul urmeaza sa se replice; cel mai
frecvent utilizate fiind tulpinile de E. coli.

Vector Fragmentul ADN

© de interes

/ / Digestie cu enzime de restritie
C ~>C
. -
Ligare / \
© Vector recombinat
\ Transformare

e

Celula bacteriand Replicarea vectorului
gazda j

Multiplicare
- ) bacteriana

FIGURA 14. Clonarea genelor.

Fragmentele de ADN clivate cu ajutorul enzimelor de restrictie sunt inserate Tntr-un
vector clivat cu aceleasi enzime. Molecula recombinatd este introdusé in celula
bacteriana unde se replica si duce la multiplicarea numarului de copii.

IT1.1 Vectori plasmidiali utilizati frecvent in
ingineria genetica

Principalele caracteristici necesare unui vector pentru a se propaga
in celulele de E. coli sunt:

1. capacitatea de autoreplicare independenta de cromozomul bacterian;
vectorul trebuie sd contind o origine de replicare compatibila cu
celula gazda; pentru plasmidele replicabile in E. coli cel mai
frecvent se foloseste originea OriC;
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2. sa prezinte dimensiuni mici pentru a putea fi simplu de izolat,
manipulat si transferat in celula gazda;

3. sa contind un marker selectabil pentru a putea diferentia usor
celulele ce contin vectorul de cele care nu il contin; cel mai frecvent
acest marker este reprezentat de rezistenta la antibiotice codificata
de gene aflate pe plasmid; cand celulele bacteriene sunt etalate pe
medii de cultura care contin antibiotice, doar celulele ce contin
plasmidul care codifica rezistenta vor supravietui, realizdndu-se
astfel o selectie;

4.  sacontind o singura copie dintr-un situs specific de restrictie.

Primii vectori plasmidiali utilizati au fost o serie de vectori simpli,
ce contineau o origine de replicare, o gend a unui marker selectabil si
cateva situsuri de restrictic amplasate aleator. Folosirea acestora in
clonarea genelor a fost dificild si prin urmare au fost dezvoltati vectori de
clonare specializati, care contineau, pe langa elementele amintite, si o
zond redusd ca dimensiuni cu numeroase situsuri de restrictie foarte
frecvent utilizate. Zona respectiva a primit numele de situs multiplu de
clonare (engl.Multiple Cloning Site — MCS), ea usurand mult procesul de
clonare.

In vederea expresiei genelor clonate in E. coli sunt necesare alte
tipuri de vectori denumiti vectori de expresie. Acestia trebuie sa permita
atat clonarea genelor cat si expresia lor, motiv pentru care contin
suplimentar, pe langd elementele enumerate la vectorii de clonare si
elemente necesare expresiei reprezentate prin:

1. promotor puternic sub controlul cdruia este pusa gena de interes, cel
mai frecvent fiind utilizati promotorul bacteriofagului A Pp,
promotorul trp-lac sau promotorul bacteriofagului T7; inainte de
promotor se afla MCS;

2. operatorul specific promotorului utilizat;

3. situs-ul de legare al ribozomului, (engl.Ribosome Binding Site —-RBS);

4. zona de semnalizare a sfarsitului transcriptiei.

Situsul multiplu de clonare este amplasat intotdeauna dupa situs-
ul de legare al ribozomului, in asa fel incat prin clonarea genei de interes
aceasta sd fie pusa sub controlul promotorului (Figura 15). Vectori de
expresie mai pot contine, de asemenea, si alte sisteme de control strict al
expresiei. De exemplu, in cazul sistemului de expresie care utilizeaza
promotorul bacteriofagului T7, in plasmid este si gena pentru lisozim din
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fagul T7, un inhibitor al ARN-polimerazei T7 care elimind expresia
constitutiva a acesteia.

MCS Secventa

RBS )
\ / terminatoare
N~ /

Operator Q
\ \\‘M‘:\ /

Promotor

T~

Marker selectabil

A

ORI

FIGURA 15. Vector plasmidial de expresie tipic
RBS- situs-ul de legare a ribozomului; MCS- situs multiplu de clonare;
ORI- origine de replicare

Principalele caracteristici ale vectorilor
plasmidiali utilizati in ingineria genetica

Vectorul pUC19¢

— vector de clonare de dimensiuni mici (2,7 kb). Un vector similar pUC18
ce difera de pUC19c¢ doar prin secventa situsului de clonare;

— secventa completd a plasmidului se gaseste in baza de date
GeneBank/EMBL cu indicativul L09137;

— numar mare de copii in celuld;
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— contine gena responsabild de rezistenta la ampiciling;

— permit realizarea selectiei alb/albastru prin complementare alfa folosind
placi cu Xgal;

— comercializat de New England Biolabs;

— harta situsurilor de restrictie este prezentata in Anexa, Figura A3.

Vectorul pBlueScript II SK (+/-)

— vector de clonare plasmidial a carui origine de replicare provine de la un
fag;

— codifica rezistenta la ampicilina;

— comercializat de Stratagene;

— harta situsurilor de restrictie este prezentata in Anexa, Figura A4.

Vectorul pET-21a

— vector de clonare si expresie avand dimensiunea de 5,4kb;

— expresia proteinei se induce prin addugarea in mediu a lactozei sau a
unui derivat al acesteia (IPTG);

— proteina produsa este recombinata avand la capatul N terminal 6 resturi
de histidind si o coada T7; resturile de histidind permit purificarea
proteinei produse prin cromatografie de afinitate pentru metale, iar coada
T7 permite purificarea proteinei prin tehnici imuno-cromatografice.

— comercializat de Novagen,;

— harta situsurilor de restrictie este prezentata in Anexa, Figura AS.

Vectorul pMAL-cSx

— vector de clonare si expresie;

— proteina clonatd este pusda sub controlul promotorului tac, expresia
putand fi indusad prinadaugarea in mediu a lactozei sau a unui derivat al
acesteia (IPTG);

— proteina produsa este fuzionata cu MBP (engl.Maltose Binding
Protein), proteind cu afinitate pentru maltoza din E. coli, oferind astfel o
modalitate simpla de purificare prin cromatografie de afinitate

— comercializat de NewEngland Biolabs;

— harta situsurilor de restrictie este prezentata in Anexa, Figura A6.
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IT1.2 Tulpini de Escherichia coli utilizate frecvent
in ingineria genetica

Tehnicile de manipulare ale ADN-ului au folosit microorganismul
Eschericia coli inca de la inceputul utilizarii lor, indiferent de domeniul in
care au fost aplicate. Din acest motiv, de-a lungul timpului a aparut un
numdr mare de tulpini de E. coli derivate de la tulpina silbatica, special
selectate pentru a functiona ca celula gazda si a realiza functii specifice,
precum replicarea ADN-ului recombinat sau expresia de proteine. Aceste
tulpini au fost in mod artificial modificate si adaptate la conditiile oferite
de mediile de cultura folosite in laborator. Ele si-au pierdut abilitatea de a
coloniza intestinul gros, fiind in marea lor majoritate auxotrofe pentru
diferiti compusi si neputandu-se dezvolta in afara laboratorului.

Majoritatea tulpinilor utilizate in laborator provin din doud tulpini
principale: E. coli K-12 si E. coli B. Aceste doud tulpini diferd in
principal prin comportamentul lor fatd de ADN-ul exogen. Tulpina E. coli
K-12 contine sistemul de metilare-restrictie codificat de genele
hsdRMS(EcoKI) si va distruge ADN-ul care nu este metilat la adenina din
secventa AA*C[N6]GTGC sau GCA*C[N6]GTT. ADN-ul izolat din
aceasta tulpina va fi in consecinta metilat Tn aceste pozitii. Tulpina E. coli
B contine sistemul de metilare-restrictie codificat de genele
hsdRMS(EcoBl) si va distruge ADN-ul nemetilat la nivelul adeninei din
secventele TGA*[N8]TGCT sau AGCA*[NS]TCA.

Plecand de la aceste doud tulpini, cercetatorii au creat numeroase
tulpini cu utilizare precisd, aducand modificari specifice la nivelul genelor
cromozomiale sau introducand material genetic extra-cromozomial
suplimentar. Pentru a putea caracteriza fiecare din aceste tulpini este
necesara precizarea in mod explicit a modificarilor si imbunatatirilor
aduse la nivelul genomului. Pentru aceasta, se considerd ca toate genele
din celule sunt normale, exceptand pe cele care sunt in mod explicit
precizate ca fiind mutante. Semnul A Tnainte unei gene indica lipsa genei
respective (deletie). Notatiile standard pentru cele mai frecvente mutatii si
manifestarile lor fenotipice la tulpinile de E.coli cu utilizare in laborator
sunt prezente in Tabelul 3.
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TABEL 3. Notatji standard pentru cele mai frecvente mutatji si manifestarile lor

fenotipice la tulpini de E. coli cu utilizare in laborator

Notare Manifestare fenotipica

F nu contine plasmidul conjugativ F

F' contine plasmidul conjugativ F; celulele pot realiza procesul
de conjugare si transfera plasmidul la celulele F

F'[] contine un plasmid conjugativ F in care au fost integrate
gene cromozomiale; celulele pot realiza procesul de
conjugare si pot transfera plasmidul la celulele F; genele
cromozomiale integrate in plasmid sunt reprezentate Intre
paranteze patrate.

rB/K*" indica linia celulara; semnele +/- indica faptul ca tulpina
prezintd sau nu sisteme active de restrictie specifice pentru
E. coli

mB/K"" indica linia celulara; semnele +/- indica faptul ca tulpina
prezinta sau nu sisteme de metilare active ale ADN-ului
specifice pentru E. coli

hsdS sisteme de metilare si restrictie inactivate pentru anumite
secvente; transferul ADN-ului izolat din aceasta tulpina in
tulpini salbatice de E. coli va duce la degradarea acestuia

hsdR indica transformarea eficientd cu ADN ne-metilat, obtinut
de exemplu prin reactia de amplificare in vitro (PCR)

INV() inversare la nivel cromozomial intre locatiile indicate

ahpC mutatie la nivelul genei alchil-hidroperoxid reductazei ce
conferd enzimei si capacitatea de a reduce legaturile
disulfidice

ara-14 tulpina nu poate metaboliza arabinoza

araD mutatie la nivelul genei pentru L-ribulozo-4-fosfat
epimeraza ce blocheaza metabolismul arabinozei

cycA mutatie la nivelul sistemului de transport al alaninei; tulpina

dapD

nu poate utiliza alanina ca sursa de carbon

mutatie la nivelul genei care codifica succinil-
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Notare

Manifestare fenotipica

A()
dam

dcm

deoR

dutl

endA 1

galE

galk

galU

gor

gyrA96

gyrA462

A(lac)X74

diaminopimelat-transferaza care conduce la inactivarea
acesteia; tulpina are nevoie de acid succinic sau lizina si
metionina in mediu pentru a se dezvolta

deletia la nivel cromozomial a genelor cuprinse intre
pozitiile dintre paranteze

metilarea adeninei din secventa GATC este activa; sistemul
de reparatie a ADN-ului este activ

metilarea carbonului din pozitia a doua in secventa
CCWGG este activa; in general, cele doua proprietati, dam
si dcm, sunt prezente si nu sunt precizate in mod explicit;
lipsa lor este insa intotdeauna precizata sub forma notatiilor
dam’ si dem’

expresia constitutiva a genelor responsabile de sinteza
deoxiribozei; permite transformarea celulelor cu plasmide
de dimensiuni mari (8§)

activitatea dUTP-azica este inactivatd, ducand la cresterea
concentratiei de dUTP si incorporarea U in loc de T in ADN

endonucleaza I este inactivatd, ceea ce permite 0 mai ugoara
izolare a ADN-ului

mutatie asociatd, in general, cu o competenta crescuta si
rezistenta la 2-deoxi-galactoza (9)

tulpina nu poate metaboliza galactoza si este rezistenta la
2-deoxi-galactoza

tulpina nu poate metaboliza galactoza

mutatie la nivelul glutation-reductazei; imbunatateste
formarea legaturilor disulfidice

mutatie la nivelul genei ce codifica ADN giraza; rezistenta
la acid nalidixic

mutatie la nivelul genei ce codifica ADN giraza; rezistenta
la toxina colicina ccdB

deletia Intregului operon /ac si a zonelor adiacente (70)
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Notare Manifestare fenotipica

laclq supraproductia proteinei represor lac; regiunea -35 in

sau promotorul din fata lacl este modificatd din GCGCAA in

laclQ GTGCAA

laclQ1 supraproductia proteinei represor lac; contine o deletie de 15
pb pentru a crea o regiune -35 optima in promotorul din fata
lacl

lacY tulpina este deficienta in transportul si metabolizarea
lactozei datorita deletiei genei pentru lactoz-permeaza

lacZAM15 deletia partiala a genei lacZ, ceea ce permite alfa
complementarea genei pentru f-galactozidaza; necesara
pentru realizarea selectiei alb/albastru pe baza fenomenului
de complementare alfa folosind placi cu Xgal

leuB necesita leucina in mediu pentru dezvoltare

Alon deletia proteazei lon

malA tulpina nu poate metaboliza maltoza

mcrA mutatie ce eliminad sistemul de restrictie a ADN-ului metilat
la nivelul secventei CmCGG

mcrB mutatie ce elimina sistemul de restrictie a ADN-ului metilat
la nivelul secventei RmC

metB necesita metionind in mediu pentru dezvoltare

metC necesitd metioninad in mediu pentru dezvoltare

mrr mutatie ce elimina sistemul de restrictie al ADN-ului metilat
la nivelul secventei CmAG sau GmAC

mtlA nu poate metaboliza manitolul

mutS mutatie ce inhiba procesul de reparatie al ADN-ului

nupG vezi deoR

ompT mutatie la nivelul genei ce codifica proteaza extracelulara
VII, reducand astfel proteoliza proteinelor supraexprimate

(P1) contine profagul P1; tulpina exprima sistemul de restrictie

P1
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Notare Manifestare fenotipica

(P2) contine profagul P2

PlysS contine plasmidul pLysS ce codifica rezistenta la
cloramfenicol §i atenueaza activitatea T7 RNA-polimerazei

proA/B necesita prolind in mediu pentru crestere si dezvoltare

recAl tulpind sensibila la radiatii UV; sistemul de reparatie al
ADN-ului este deficitar

recBCD mutatii la nivelul exonucleazei V; mutatia la nivelul genelor
RecB sau RecC ce reduce frecventa proceselor
recombinatorii de 100 de ori; tulpina sensibila la radiatii
UV; sistemul de reparatie al ADN-ului este deficitar

relA fenotip relaxat, sinteza ARN-ului este permisa in lipsa
sintezei proteice

rha metabolismul ramnozei este blocat

rnc contine ribonucleaza I11

rne codifica ribonucleaza E

rpsL mutatie la nivelul proteinei ribozomale S12 ce duce la
rezistenta pentru streptomicind

srl metabolismul sorbitolului este blocat

supE glnV

supF tyrT

thi necesitd tiamind in mediu pentru crestere si dezvoltare

thyA necesitd timind in mediu pentru crestere si dezvoltare

Tn10 contine transpozonul 10 ce codifica 1n mod normal si
rezistenta la tetraciclina

TnS contine transpozonul 5 ce codifica in mod normal si
rezistenta la kanamicina

tonA mutatie le nivelul unei proteine din membrana externa ce
confera rezistenta la fagii T1 si TS

traD mutatie ce inactiveaza factorul de transfer, celulele nu pot

initia sau accepta transferul plamidului F
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Notare Manifestare fenotipica

trxB mutatie la nivelul tioredoxin reductazei, imbunatateste
formarea puntilor disulfidice in citoplasma

tsx mutatie le nivelul unei proteine din membrana externa ce
confera rezistenta la T6 si la colicina K

ungl permite incorporarea uracilului in ADN-ul plasmidial

xyl-5 metabolismul xilozei este blocat

SmR rezistenta la streptomicind

In cele ce urmeaza sunt prezentate succint principalele tulpini de
E. coli utilizate in laborator alaturi de genotipul acestora si utilizarile
specifice.

Tulpina E. coli BL21
—F dcm ompT hsdS(rB° mB’) gal [malB"]K-12(AS);
—regiunea "malB" a fost transferata de la tulpina K-12 (11).

TulpinaE. coli BL21(DE3)

— FompT gal dem lon hsdSB(rB mB~) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 genel indl
sam?7 nindj);

— tulpina derivatd din E. coli B ce contine DE3 — un A profag cu genele
pentru ARN polimeraza T7 si laclg;

— utilizatd 1n special drept gazda pentru expresia de proteine recombinate
clonate 1n vectori plasmidiali specifici si puse sub controlul promotorului
bacteriofagului T7; prin addugarea in mediul de culturd a lactozei sau a
unui compus similar cu aceasta (de exemplu IPTG), ARN polimeraza T7
este activatd si va duce la transcriptia genelor aflate sub controlul
promotorului bacteriofagului T7, supraexprimandu-le (12);

— Intregul genom al acestei tulpini a fost secventiat (13).

Tulpina E. coli BL21 (DE3) pLysS

— FompT gal dem lon hsdSB(rB mB~) A(DE3) pLysS(cmR);

— este identicd cu tulpina E. coli BL21(DE3), dar contine suplimentar
plasmidul pLysS;

— plasmidul pLysS conferd tulpinii rezistentd la cloramfenicol si de
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asemenea contine gena pentru lizozim din fagul T7, un inhibitor al ARN-
polimerazei T7; acesta elimina expresia constitutivd a ARN-polimerazei
T7, aspect extrem de util in clonarea genelor toxice pentru E. coli;

— nu poate fi utilizata drept gazda pentru propagarea vectorilor, deoarece
plasmidul deja existent interferd cu izolarea acestora.

TulpinaE. coliDH1

—endAl recAl gyrA96 thi-1 ginV44 relAl hsdR17(rK-mK™") i-;

— derivata din tulpina Hoffman-Berling 1100;

— permite transformarea eficientd a plasmidelor de dimensiuni mari (40-
60 kb);

— rezistenta la acid nalidixic (14).

Tulpina E. coliDHS5a.
— FrendAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAMI1S

A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK-mK™), J-;

— derivata din tulpina E. coliDH1,;

— rezistenta la acid nalidixic;

— una dintre cele mai utilizate gazde pentru vectori.

Tulpina E. coliRosetta(DE3)pLysS
—F-ompT hsdSB(RB-mB~) gal dcm A(DE3 [lacl lacUVS5-T7 gene 1 indl

sam?7 nin5]) pLysSRARE (CamR);
— tulpind derivata din E. coli B ce contine DE3, un A profag cu genele

pentru ARN-polimeraza T7 si lacl;

— utilizatd 1n special drept gazda pentru expresia de proteine recombinate
clonate 1n vectori plasmidiali specifici si puse sub controlul promotorului
bacteriofagului T7; prin addugarea in mediul de culturd a lactozei sau a
unui compus similar cu aceasta (de exemplu IPTG), ARN polimeraza T7
este activatd si va duce la transcriptia genelor aflate sub controlul
promotorului bacteriofagului T7, supra-exprimandu-le (12);

— rezistentd la cloramfenicol;

— contine plasmidul pLysSRARE; acesta permite utilizarea in E. coli a
codonilor rari AGG, AGA, AUA, CUA, CCC si GGA, deoarece codifica
genele ARNt pentru argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU,
si thrU,

— plasmidul pLysSRARE contine, de asemenea, gena pentru lizozim din
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fagul T7, un inhibitor al ARN-polimerazei T7; aceasta elimind expresia
constitutiva a ARN-polimerazei T7, comportarea fiind extrem de utild in
clonarea genelor toxice pentru E. coli,

— utild pentru supraexprimarea unor gene ce confin codoni rari pentru E.
coli, cum ar fi gene din eucariote de exemplu;

— nu poate fi utilizata drept gazda pentru propagarea vectorilor, deoarece
plasmidul deja existent interferd cu izolarea acestora.

Tulpina E. coli XL1-Blue (Stratagene)
—endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl vrelAl lac ginV44 F'[::Tnl0

proAB T lacl9A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK™);

— rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina;

— folosita drept gazda pentru propagarea si izolarea plasmidelor, dar si
pentru expresia de proteine.

Tulpina E. coliXL2-Blue (Stratagene)
— endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac ginV44 F'[::Tnl0

proAB+lachA(lacZ)M15 Amy CmR] hsdR1 7(rK'mK+);

— rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina;

— rezistentd la cloramfenicol in concentratii mai mici de 40 mg/ml;

— sensibila la cloramfenicol in concentratii mai mari de 100 mg/ml;

— folosita drept gazda pentru propagarea si izolarea plasmidelor, dar si
pentru expresia de proteine.

Tulpina XL1-Red (Stratagene)

—F endAl gyrAQé(naZR) thi-1 relAl lac ginV44 hsdR1 7(rK'mK+) mutS
mutT mutD5 Tnl0;

— rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina;

— tulpind ce acumuleaza foarte frecvent mutatii; ADN—ul transferat este

foarte instabil.

Tulpina XL10-Gold (Stratagene)
—endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 tetF'[proAB lacl9ZAM15 Tnl0(TetRAmy Cm®)];

— rezistenta la acid nalidixic, tetraciclina si cloramfenicol,

— fenotipul hte permite transformarea cu plasmide de dimensiuni foarte
mari.
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IV. METODE SI TEHNICI FOLOSITE
PENTRU IZOLAREA $S1I
PURIFICAREA ADN-ULUI

Capacitatea de a izola molecule de acizi nucleici din diverse surse
reprezintd un punct de plecare pentru dezvoltarea unor experimente foarte
variate precum digestia cu enzime de restrictie, amplificarea in vitro,
secventierea, clonarea de fragmente sau dezvoltarea unor biblioteci de
secvente. Din aceste motive protocoalele care au in vedere purificarea
acizilor nucleici au devenit deosebit de comune in laboratoarele de
cercetare.

Purificarea ADN-ului din tesuturi si celule presupune parcurgerea
a cel putin doua etape mai mult sau mai putin separate:

1. liza celulelor in scopul eliberdrii acizilor nucleici;
2. separarea acizilor nucleici de moleculele contaminante.

Liza celulelor si tesuturilor se realizeaza prin actiunea combinata
a detergentilor, enzimelor litice, agentilor chimici sau fizici.

Detergentii au capacitatea de a solubiliza membranele celulare,
ducand la eliberarea continutului celular. Cel mai frecvent utilizati sunt
SDS (dodecil sulfat de sodiu sau lauril sulfat de sodiu), Triton X-100 si
CTAB (bromura de cetil trimetil amoniu). CTAB poate precipita ADN-ul
genomic si are de asemenea avantajul ca elimind polizaharidele din
extractele vegetale si bacteriene (/).

Enzimele litice sunt, in general, adaugate intr-o solutie tampon de
liza ce contine detergenti. Lizozimul este utilizat pentru liza bacteriilor
Gram pozitive. Zimolaza si murienaza sunt utilizate pentru producerea de
protoplasti din drojdii. Proteinaza K lizeaza glicoproteinele si inactiveaza
partial nucleazele.

Agentii denaturanti precum ureea sau sarurile de guanidind pot fi
utilizati intre anumite concentratii pentru liza celulelor fara a afecta
moleculele de ADN. In cazul celulelor cu pereti celulari duri se apeleazi
la procedeul de sonicare.

Mojararea in azot lichid sau macinarea cu ajutorul morilor cu bile
sunt cateva dintre metodele mecanice ce pot fi utilizate pentru liza
invelisului celular dur.
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Separarea acizilor nucleici de moleculele contaminante implica

doua etape:

—separarea acizilor nucleici de moleculele de alta natura

(proteine, lipide, glucide, compusi fenolici);

— separarea moleculelor de acizi nucleici de interes de celelate

molecule de aceeasi natura.
Separarea acizilor nucleici de moleculele de alta naturd se poate
realiza prin:

1.

precipitare selectiva a proteinelor §i polizaharidelor prin salting-
out, metoda utilizata in special In purificarea ADN-ului
plasmidial;

precipitare cu agenti chaotropici si extractie cu solventi organici —
cea mai utilizatd metoda pentru izolarea ADN-ului genomic din
diverse specii;

metode ce utilizeaza rasini de siliciu — acizii nucleici au
capacitatea de a se lega de rasinile de siliciu prin intermediul
interactiilor hidrofobe; taria acestor legaturi creste in conditii
denaturate (de exemplu in prezenta clorurii de guanidind) (2), iar
eliminarea agentilor denaturanti duce la disparitia legaturilor si
recuperarea acizilor nucleici;

metode ce utilizeaza schimbatorii de ioni — datoritd sarcinii
negative de -1/nucleotida (respectiv -2/pereche nucleotide) acizii
nucleici se leagd puternic de suporturile cromatografice Incarcate
pozitiv. Dupa spalari repetate cu solutii de concentratii reduse in
sdruri pentru eliminarea contaminantilor, moleculele de acizi
nucleici sunt eluate cu solutii tampon cu concentratii mari de
saruri;

metode bazate pe hidroxiapatita — acizii nucleici au capacitatea de
a se lega de fosfatul de calciu cristalin prin interactiunea dintre
jonii Ca®" si resturile fosfat din structura nucleotidelor.

Separarea moleculelor de acizi nucleici de interes de celelalte

molecule de aceeasi natura se relizeaza prin diferite proceduri:

1.

2.

pentru izolarea ADN dintr-un amestec ce contine ADN si ARN se
utilizeaza tratamente cu RN-aze;

pentru izolarea ARN-ului dintr-un amestec ce contine ADN si
ARN se utilizeaza tratamente cu DN-aze;

pentru izolarea ADN-ului plasmidial de ADN-ul genomic se
utilizeaza proprietatea plasmidelor de a se renatura mult mai rapid
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decat ADN-ul genomic; cele mai utilizate metode sunt liza

alcalind (3) sau liza prin fierbere (4); o altd metodd mai putin

utilizatd pentru separarea ADN-ului plasmidial este centrifugarea
in gradient de CsCl;

4. pentru izolarea ADN-ului de o anumitd dimensiune se utilizeaza
electroforeza in geluri de agaroza sau poliacrilamida.

Dezvoltarea diverselor tehnici de manipulare in vitro a acizilor
nucleici a condus la necesitatea ca, pe langa sursele traditionale de izolare
precum celule sau tesuturi bacteriene, fungice, vegetale sau animale sa se
dezvolte protocoale de izolare si purificare a acizilor nucleici din solutiile
apoase rezultate Tn urma reactiilor de amplificare in vitro, digestie
enzimatica, fosforilare sau defosforilare, marcare radioactiva etc. In
general, aceste din urma tehnici utilizeaza filtrarea prin gel sau membrane
de siliciu (9).

In ultima perioadd se poate constata diminuarea frecventei
utilizarii metodelor tradifionale de izolare a acizilor nucleici in favoarea
folosirii diverselor truse (kit-uri) specifice. Acestea confin toate
materialele necesare pentru a izola acizii nucleici de un anumit tip si au
avantajul rapiditatii de realizare a experimentului. Vom Incerca pe cat
posibil ca la fiecare din metodele de izolare a ADN-ului prezentate in
continuare sd precizdm atat trusele ce pot fi utilizate cat si firmele ce le
furnizeaza.

IV.1 1zolarea ADN-ului plasmidial

Pentru izolarea ADN-ului plasmidial trebuie depasita o problema
destul de dificila reprezentatd de separarea plasmidelor de alte molecule
de aceeasi naturd (ADN-cromozomial). Radloff (6) a reusit sd izoleze
pentru prima data ADN-plasmidial folosind o metoda care se bazeaza pe
absorbtia diferentiatd a bromurii de etidiu. De atunci au fost descrise
diverse alte metode, ce se bazeaza pe gel-filtrare, cromatografie cu
schimbatori de ioni sau precipitare diferentiatd (7). Dintre acestea, cele
mai utilizate metode, datorita simplitatii si randamentului mare, sunt cele
ce folosesc precipitarea diferentiatd. Aceste metode se bazeazd pe
proprietatea ADN-ului plasmidial de a se renatura mult mai rapid decat
ADN-ul genomic, acesta din urma fiind precipitat impreund cu
moleculele proteice. Doua metode de izolare a ADN-ului plasmidial au
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devenit clasice 1n biologia moleculara: liza alcalina (3) si liza prin fierbere
(4). Acestea se pot utiliza numai pentru plasmidele de dimensiuni mici
(pana la 10 kb), pentru cei de dimensiuni mari utilizandu-se metode mai
putin invazive, precum centrifugarea in gradient de CsCl (8). Sambrook
(7) descrie un numar foarte variat de protocoale pentru prepararea ADN-
ului plasmidial, protocoale ce se pot adapta usor conditiilor si dotarii
existente in orice laborator.

Truse (kit-uri) comerciale disponibile pentru prepararea ADN-ului
plasmidial:

» QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen;

» Strataprep Plasmid Miniprep Kit, Stratagene;

» Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit, Biorad,

» Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit, Amersham Biosciences.

Izolarea ADN-ului plasmidial folosind metoda
lizei alcaline

Metoda a fost descrisd pentru prima data de Birnboim si Doly,
(1979) (3) si constd in doua etape distincte, liza celulard si precipitarea
selectiva a ADN-ului plasmidial, urmate de precipitarea ADN-ului cu
solventi organici.

Prima etapa, cea de liza celulara §i precipitare selectiva a ADN-lui
plasmidial se bazeaza pe faptul ca plasmidele au dimensiuni mici $i sunt
puternic supra-spiralizat, pe cand ADN-ul genomic are dimensiuni mari $i
este mai putin rasucit. Aceasta diferenta de topologie permite precipitarea
selectiva a ADN-ului genomic impreund cu proteinele, ADN-ul plasmidial
si ARN-ul ramanand in solutie.

Celulele sunt lizate in conditii de alcalinitate, iar ADN-ul si
proteinele se denatureazd. Solutia este apoi neutralizatd prin adaugare de
acetat de potasiu, creandu-se astfel conditii in care proteinele si ADN-ul
cromozomial nu se pot renatura si precipitd. ADN-ul plasmidial, datorita
dimensiunilor mici se poate renatura i rdmane solubil. Prin centrifugare
se separd precipitatul, alcatuit din proteine si ADN cromozomial, de
sepernatantul care contine ADN plasmidial.
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Precipitarea cu solventi organici

Din supernatantul rezultat, ADN-ul este precipitat in vederea
elimindrii compusilor micromoleculari cu ajutorul unor solventi organici
cum ar fi izopropanol (concentratie finald 40-50%) sau etanol (75-80%)
(8). Solventii organici au proprietatea de a induce, In prezenta unor
concentratii mari de cationi monovalenti (0,1-0,5 M), o serie de
modificari structurale la nivelul moleculelor de acizi nucleici,
determinand agregarea i precipitarea acestora. Deoarece majoritatea
sdrurilor si compusilor micromoleculari sunt solubili In etanol 70%,
aceasta etapa asigura si eliminarea moleculelor de acest tip. [zopropanolul
are avantajul ca poate fi utilizat In volume mici, insd prezintd si
dezavantajul ca sarurile au o solubilitate mai mica in acest alcool,
precipitand odata cu ADN-ul (7).

Un aspect foarte important in realizarea etapei de precipitare cu
solventi organici a ADN-ului il reprezinta concentratia de sare, deoarece
cationii din structura sarurilor intervin in mod direct In proces. Cationii
ecraneaza gruparile fosfat, elimind fortele de respingere si permit astfel
impachetarea stransa a moleculelor si ca urmare precipitarea. In general,
pentru precipitarea ADN-ului, se prefera acetatul de amoniu deoarece este
volatil si prin urmare usor de eliminat (5).

Pentru precipitare se pot utiliza si alti compusi precum:

1. PEG (polietilen-glicol) — are dezavantajul de a fi deosebit de greu
de eliminat din reactie, iar precipitarea nu se poate realiza decat cu
solutii in care ADN-ul are o concentratie mai mare de 10 mg/ml(9);

2. TCA (acid tricloracetic) — precipitd molecule de dimensiuni mici
dar acizii nucleici recuperati nu sunt functionali(3).

Principiul metodei

Celulele bacteriene sunt lizate prin actiunea NaOH (denatureaza
ADN-ul) si SDS-ului (denatureaza proteinele) in vederea eliberarii
continutului celular. Solutia obtinuta este neutralizata rapid, ceea ce face
ca ADN-ul cromozomial, proteinele si SDS-ul s precipite. Componentele
insolubile sunt eliminate prin centrifugare. Datoritd dimensiunilor mici
ADN-ul plasmidial se renatureaza si isi pastreaza solubilitatea, fiind astfel
separat de componentele celulare. ADN-ul plasmidial este recuperat din
supernatant prin precipitare cu etanol.
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Avantaje:

separarea moleculelor de ADN dublu catenar inchise, cu
dimensiuni mai mici de 10 kDa; pentru plasmidele de dimensiuni
mai mari se recomanda utilizarea altor metode de liza (8);

usor de scalat Intre volume de 1 ml (mini-prep) si 1 L (maxi-prep)
mediu de culturd, permitand obtinerea unor cantitati mari de
ADN-plasmidial;

timpul de lucru este de sub o ord pentru 12 probe, fiind o metoda
mai rapida decat metoda prin fierbere, dar mai lentd decat metoda
care foloseste litiu (/0);

randamentul de recuperare tipic este de 3-5 pg ADN/ml mediu de
culturd, folosind plasmizi ce se replicd in numar mare (precum
Xf3 sau pUC); cantitatea de ADN-plasmidial rezultatd depinde de
numdrul de copii In care plasmidul existd In celuld; pentru
cresterea randamentului recuperarii este recomandat sa se utilizeze
medii de culturd imbogatite (de exemplu Terrific Broth, TB) sau sa
se efectueze un tratament cu cloramfenicol a culturilor bacteriene;
cloramfenicolul are capacitatea de a inhiba sinteza de proteine
ceea ce conduce la oprirea diviziunii celulare, dar nu afecteaza
multiplicarea plasmidelor (&); desi acest tratament nu mai este
necesar pentru vectorii plasmidiali moderni, el este totusi utilizat
in ideea reducerii balastului proteic.

Limitari:

1.

expunerea prelungitd la valori mari de pH poate duce la
denaturarea ireversibild (//) sau chiar ruperea catenelor ADN-ului
plasmidial (/2);

calitatea preparatului depinde de tulpina ce contine plasmidul, cele
mai bune rezultate obtindndu-se cu tulpini cu activitate redusa a
endonucleazei A care produc putine poliglucide (C600, DHI,
LE392).
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Materiale necesare:

10.
11.

. mediu Luria-Bertani (LB) — 10 g NaCl, 5 g extract de drojdii si

10 g peptona se dizolva in 800 ml apa, se corecteaza pH-ul la 7 si
se autoclaveaza; mediul steril este stabil la temperatura camerei
timp nelimitat;

solutie glucoza-Tris-EDTA (GTE) — glucoza 50 mM, Tris 25 mM,
EDTA 10 mM, pH 8; solutia nesterild nu este stabila la
temperatura camerei; daca se prepard cantitdti mai mari, solutia se
repartizeaza in flacoane de 100 ml, se sterilizeza si se pastreaza la
temperatura de 4°C;

solutie Tris-HC1 1 M, pH 8,0; solufia se filtreazd si se
autoclaveaza;

solutie EDTA 0,5M — se cantareste cantitatca de EDTA si se
dizolva in aproximativ 70% din volumul de apa; se adaugd NaOH
solid pana cand solutia se clarifica, dupa care se verifica pH-ul;
dacd este necesar se adaugd NaOH péana cand pH-ul se situeaza in
intervalul

7-8 dupa care solutia se filtreaza si se autoclaveaza; se pastreaza la
frigider;

solutie tampon TrisCI-EDTA (TE) — 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA,
pH 8; pentru prepararea a 100 ml, intr-un cilindru gradat de
100 ml se introduc 1 ml Tris-HCI 1 M pH 8,0, 0,2 ml EDTA 0,5 M
si se completeaza la semn cu apa distilata;

solutie NaOH/SDS — SDS 1% in NaOH 0,2 N,

Acetat de potasiu 3 M — se prepara prin combinarea a 60 ml acetat
de potasiu 5 M, 11,5 ml acid acetic concentrat, 28,5 ml apa
distilata;

etanol 95% si 70%;

microeprubete de 1,5 ml;

microcentrifuga;

facultativ: RN-azd 10 mg/ml (enzima trebuie sd fie lipsita de
activitate DN-azicd), concentrator cu vacuum centrifugal
(SpeedVac concentrator, Eppendorf).
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Mod de lucru:

I. 5 ml mediu LB steril contindnd antibioticul corespunzitor se
inoculeazd cu o colonie bacteriand purtatoare a plasmidului de
interes. Cultura se incubeazad in vederea cresterii bacteriei pand la
atingerea fazei stationare, urmand protocolul specific pentru
microorganismul cu care se lucreaza (pentru E. coli, 37°C, 190 rpm,
peste noapte, intr-un agitator termostatat).

N

. 1,5 ml cultura bacteriand se centrifugheaza timp de 20 secunde la
13000 rpm 1n vederea recuperarii celulelor. Supernatantul reprezentat
de mediul de culturd clar se arunca. Centrifugarea se poate realiza la
temperatura camerei sau la temperatura de 4°C.

(98]

. Depozitul se resuspenda in 100 pl solutie GTE si se incubeaza timp de
5 minute la temperatura camerei. Daca depozitul nu este complet
resuspendat si dislocat (sunt vizibile fragmente in masa lichidului),
randamentul izolarii scade foarte mult.

AN

. Se adaugd 200 pl solutie NaOH/SDS, se amestecd prin rasturnarea
microeprubetei si se incubeaza pe gheatd timp de 5 minute. Lizatul
obtinut trebuie sa fie clar.

9]

. Peste lizat se adauga 150 pl solutie acetat de potasiu si se agitd imediat
prin rasturnarea microeprubetei. Pentru precipitare completa se
mentine microeprubeta pe gheata timp de 5 minute.

[*))

. Precipitatul este colectat pe fundul eprubetei prin centrifugare timp de
3 minute la 13.000rpm.

3

. Supernatantul este transferat intr-o microeprubeta noud, se adauga
0,8 ml etanol 95% si se incubeaza timp de 2 minute la temperatura
camerei pentru precipitarea acizilor nucleici.

o¢]

. ADN-ul si ARN-ul sunt recuperati prin centrifugare timp de 1 minut la
13.000rpm

. Supernatantul este inldturat, iar depozitul este resuspendat in etanol
70%. Acizii nucleici sunt recuperati prin centrifugare timp de 1 minut
la
13.000rpm. Aceasta etapa de spalare are rolul de a elimina sarurile
precipitate in prima etapa.

\O
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10. Precipitatul este apoi uscat la temperatura camerei sau folosind
SpeedVac-ul. Daca uscarea nu este completa, etanolul va interfera cu
enzimele de restrictie si polimerazele.

11. Depozitul se resuspendd in apa daca se utilizeazd imediat sau in
tampon TE, daca se doreste pastrarea ADN-lui.

In cazul in care preparatul este contaminat cu RNA se adaugi 1 pl
solutie RN-aza, 10 mg/ml.

5 ul din preparatul obtinut pot fi utilizati pentru efectuarea
reactiilor de clivare cu enzime de restrictie.

Metoda poate fi scalatd pentru volume de pand la 1 L mediu de
culturd prin marirea corespunzatoare a volumului componentilor utilizati.
Metode ce descriu producerea de ADN plasmidial din volume mari de
culturd sunt de asemenea descrise 1n literatura de specialitate (§).

Izolarea ADN-ului plasmidial utilizand metoda
lizei prin fierbere

Metoda a fost descrisa si utilizata pentru prima datd de Holmes (4)
si consta, ca si metoda descrisa anterior, dintr-o etapa de liza si denaturare
a componentelor celulare, realizatd prin actiunea caldurii, o etapa de
precipitare diferentiatd a componentelor celulare si o etapa de recuperare
a ADN-ului plasmidial.

Principiul metodei

Celulele bacteriene continand plasmidul de interes sunt lizate prin
actiunea lizozimului si a caldurii. Temperatura ridicata realizeaza, in plus,
denaturarea proteinelor si acizilor nucleici. Prin racirea lizatului,
moleculele de dimensiuni mari (proteine si ADN cromozomial) nu se pot
renatura si devin insolubile, precipitand. Dupa eliminarea precipitatului
prin centrifugare, ADN-ul plasmidial renaturat, solubil, este recuperat prin
precipitare cu etanol.
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Avantaje:

1. metoda este foarte asemdnatoare cu cea care foloseste liza
alcalind, avand aceleasi avantaje si aplicatii;

2. este mai simpld si mai economica decat metoda prin liza alcalina,
necesitand mai putini reactivi.

Limitari:

1. cantitatea de ADN obtinut este, in general, mai micd prin
comparatie cu metoda care foloseste liza alcalina;

2. calitatea preparatului depinde de tulpina ce contine plasmidul;
tulpinile derivate de la HB101 sau TG1 au un continut ridicat de
poliglucide si de aceea este indicatd utilizarea metodei prin liza
alcalina(]);

3. observatiile privind cantitatea de ADN recuperatd in cazul lizei
alcaline sunt valabile si n cazul lizei prin fierbere.

Materiale necesare:

1. mediu LB — 10 g NaCl, 5 g extract de drojdii s1 10 g peptona se
dizolva in 1000 ml apa, se corecteazd pH-ul la 7 si se
autoclaveaza; mediul steril este stabil la temperatura camerei timp
nelimitat;

2. solutie Tris-HC1 1 M, pH 8; solutia se filtreaza si se autoclaveaza,

3. solutie NaCl 5 M — 29 g NaCl se dizolva intr-un volum final de
100 ml apa distilata; solutia obtinuta se filtreaza si se autoclaveaza;

4. solutie EDTA 0,5 M — se cantareste cantitatea de EDTA si se
dizolva 1n aproximativ 70% din volumul de apa; se adauga NaOH
solid pana cand solutia se clarificd, dupa care se verifica pH-ul;
daca este necesar se adaugda NaOH pana cand pH-ul atinge o
valoare situatd in intervalul 7-8, dupa care solutia se filtreaza si se
autoclaveaza; solutia obtinuta se pastreaza la frigider;

5. solutie STET (Sare/Tris/EDTA/Triton X-100) — 0,1 M NaCl,
10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, 5% Triton X-100, pH 8; pentru a
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prepara 100 ml, se introduc intr-un cilindru gradat de 100 ml 2 ml
NaCl 1 M, 1 ml Tris-HCI pH 8,0, 0,2 ml EDTA 0,5 M, 5 ml Triton
X-100 si se completeaza la semn cu apa distilata;

lizozim;

izopropanol, rece;

etanol 80%, facultativ;

tampon TE — 10 mM TrisCl, I mM EDTA, pH 8; intr-un cilindru
gradat de 100 ml se introduc 1 ml Tris-HCI 1 M pH 8,0, 0,2 ml
EDTA 0,5 M si se completeaza la semn cu apa distilata.

10. solutie RN-aza 10 mg/ml;

11. microeprubete de 1,5 ml;

12. baie de apa.

RSN

Mod de lucru:

1.

5 ml mediu LB steril continand antibioticul corespunzator se
inoculeazd cu o colonie bacteriand purtitoare a plasmidului de
interes; cultura se incubeaza in vederea cresterii bacteriei pana la
atingerea fazei stationare, urmand protocolul specific pentru
microorganismul cu care se lucreaza (pentru E. coli, 37°C, 190 rpm,
peste noapte);

1,5 ml culturd bacteriand se centrifugheaza timp de 20 secunde la
13.000rpm 1n vederea recuperdrii celulelor; supernatantul reprezentat
de mediul de cultura clar se arunca; centrifugarea se poate realiza la
temperatura camerei sau la temperatura de 4°C;

depozitul continand celulele bacteriene se resuspenda prin pipetare in
300 pl solutie STET continand 200 pg lizozim; suspensia poate fi
vortexata pentru a resuspenda foarte bine celulele;

microeprubetele se incubeaza pe gheata timp de 10 minute;
se incubeaza pe baia de apa la fierbere (100°C) 1-2 minute;

lizatul obtinut se centrifugheaza timp de 30 minute la 13.000rpm
pentru separarea componentelor insolubile;

supernatantul se transfera intr-o microeprubetd noud, fara a se disloca
depozitul;
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8. se adauga 200 pl izopropanol rece si se incubeaza la temperatura de
-20°C timp de 30 minute; ADN-ul plasmidial precipitat este recuperat
prin centrifugare la 13.000 rpm timp de 5 minute;

9. daca preparatul este contaminat cu saruri (ADN-ul nu este clivat de
enzimele de restrictie) se poate introduce o etapa de spalare cu etanol
80%:;

10. supernatantul se arunca si depozitul se usucd la temperatura camerei
sau folosind concentratorul centrifugal SpeedVac (Eppendorf);

11. depozitul se resuspendd in apad dacd se utilizeazd imediat sau in
tampon TE daca se doreste pastrarea ADN-lui.

IV.2 Izolarea ADN-ului genomic

Pentru izolarea ADN-ului cromozomial din diverse surse au fost
descrise o serie de metode, alegerea uneia sau alteia depinzand de
aplicatia in care preparatul va fi utilizat. Unele aplicatii, cum ar fi reactiile
de digestie enzimaticd, necesita cantitati relativ mari de ADN de puritate
foarte mare. In aceste cazuri se parcurg etape mai elaborate de purificare,
ce sunt descrise in continuare. Alte aplicatii, precum cele care au la baza
amplificarea in vitro a moleculelor de acizi nucleici sunt mult mai
permisive in privinta cantitatii si calitagii, motive pentru care este posibila
utilizarea unor metode mai simple si mai rapide de izolare a ADN-ului,
precum cele descrise pentru bacterii (/3).

Toate metodele prezentate in cele ce urmeaza au la bazd metoda
clasica de extractie cu fenol/cloroform/alcool izoamilic descrisa pentru
prima datd de Chomczynski (/4). Lizatul celular continand acizi nucleici
este pus in contact cu un amestec organic nemiscibil cu apa, alcatuit din
fenol, cloroform si alcool izoamilic. Fiecare dintre cele 3 componente ale
fazei organice are un rol bine stabilit in sensul ca:

- fenolul realizeaza denaturarea proteinelor si solubilizarea lor partiald in
faza organica;

— cloroformul asigura o mai bunad separare intre faza apoasad si cea
organicd, reducand cantitatea de apa retinutd de aceasta din urma
(15),(16);

— alcoolul izoamilic preintdmpina formarea spumei ajutind la separarea
celor doua faze si marind randamentul extractiei (/).
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Proteinele denaturate se separa la interfata dintre faza organica si
faza apoasa, iar ADN-ul raméane in cea din urma. Din faza apoasa ADN-ul
este izolat prin precipitare cu alcooli (etanol, izopropanol), urmand
principiile descrise anterior (pentru detalii, consultati protocolul /zolarea
ADN-ului plasmidial folosind metoda lizei alcaline, pagina 76).

Izolarea ADN-ului genomic din bacterii

Metodele traditionale, precum cele descrise de Meade et al., 1982
(17) se bazeaza pe liza celulelor cu ajutorul lizozimului, proteazelor si
detergentilor, urmate de extractia acizilor nucleici cu ajutorul sistemului
de solventi fenol/cloroform. Aceste metode permit eliminarea foarte
eficienta a moleculelor proteice, dar nu pot fi utilizate pentru tulpini care
produc cantitafi mari de exopoliglucide precumPseudomonas,
Agrobacterium, Rhizobium, Myxococcus si Brudyrhizobium.

O imbunatatire evidenta a acestor metode a fost realizatd deKate
Wilson (/) prin introducerea unei etape de precipitare cu CTAB (bromura
de cetil-trimetil-amoniu), compus care elimind exopoliglucidele din
extract. Metoda, descrisa in cele ce urmeaza, permite izolarea ADN-ului
genomic bacterian utilizabil direct pentru digestia enzimatica folosind ca
sursa un spectru foarte larg de bacterii Gram-negative sau Gram-pozitive.

Truse (Kit-uri) disponibile:

> GenEluteTM Bacterial Genomic DNA Kit (SigmaAldrich);

» AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen);
» [llustra bacteria genomic Prep Mini Spin Kit (Amersham);

» ChargeSwitch® gDNA Mini Bacteria Kit (Invitrogen).

Principiul metodei

Celulele bacteriene sunt lizate si proteinele distruse prin actiunea
proteinazei K. Fragmentele din peretele celular, poliglucidele si restul de
proteine sunt precipitate selectiv cu CTAB, iar ADN-ul cu masa
moleculard mare este recuperat prin precipitare cu izopropanol.
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Avantaje:

1. randamentul este in general de 5-20 pg/ml culturd bacteriana.
Limitari:

1. unul dintre elementele cheie al metodei este continutul de NaCl,
care nu trebuie sa depaseasca 0,5 M; daca se depaseste aceasta
concentratie, ADN-ul cromozomial precipita(/§);

2. toate operatiile trebuie realizate la temperaturi mai mari de 15°C

deoarece sub aceasta temperatura se produce precipitarea CTAB.

Materiale necesare:

solutie Tris-HC1 1 M, pH 8 — solufia se filtreaza si se
autoclaveaza;

solutie EDTA 0,5 M — se cantareste cantitatea de EDTA si se
dizolva in aproximativ 70% din volumul de apa; se adaugd NaOH
solid pana cand solutia se clarifica, dupa care se verifica pH-ul;
daca este necesar se adaugd NaOH péana cand pH-ul se incadreaza
in domeniul 7-8, dupa care solutia se filtreaza si se autoclaveaza;
solutia se pastreaza la frigider;

solutie tampon TE — 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 8; pentru a
preparara 100 ml, Intr-un cilindru gradat de 100 ml se introduc
1 ml Tris-HC1 1 M pH 8§, 0,2 ml EDTA 0,5 M si se completeaza la
semn cu apa distilata;

solutie SDS 10%— 10 g SDS se dizolva in 90 ml apa distilat;
proteinaza K 20 mg/ml — 20 mg proteinaza K se dizolva in 1 ml
apa distilata; solutia obtinuta se repartizeazd in microeprubete,
cate4 pL/microeprubeta si se pastreazd la temperatura de -20°C;
nu se recongeleaza,

solutie NaCl 5 M — 29 g NacCl se dizolva intr-un volum final de
100 ml apa distilatd;

solutie CTAB/NaCl — 10% CTAB in NaCl 0,7 M — pentru
prepararea a 100 ml solutie, intr-un cilindru gradat se introduc
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*

10.

11.
12.
13.

14.

10 g CTAB, 14 ml NaCl 5 M si 60 ml apa distilatd; Se agita
amestecul si se incalzeste la temperatura de 65°C pana la
dizolvarea completa a detergentului, dupa care se aduce la semn;
solutia se pastreaza la temperatura camerei, fiind stabila cativa ani;
8-hidroxichinolina;

solutie TRIS baza 50 mM, pH 10,5, neajustat — 6,05 g Tris baza se
dizolva in 1000 ml apa distilata;

solutie Tris-HC1 50 mM, pH 8 — 6,05 g Tris baza se dizolva in
800 ml apa; se corecteaza pH-ul cu HCI si se aduce la 1000 ml cu
apa distilata;

cloroform;

alcool izoamilic;

fenol lichid

Fenolul este toxic si coroziv, cauzand arsuri ale pielii §i
materialelor textile. Este obligatoriu sa se poarte
echipament de protectie (manusi, ochelari §i halat, iar
manipularea fenolului se face numai sub niga. Pentru unele
aplicatii se poate folosi fenol 88% fara a fi necesard
purificarea acestuia. Daca fragmentele ADN care se
purifica vor fi utilizate pentru clonare, este indicat ca
fenolul sa fie redistilat deoarece compusii de oxidare ai
fenolului introduc leziuni in catenele de acizi nucleici.
Fenolul redistilat este disponibil de la diversi furnizori, la
fel ca si solutia fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1

(V/v/v).

fenol tamponat pH 8 —intr-un pahar din sticld cu capacitatea de
2 L se introduc 5 g 8-hidroxichinolina si, cu atentie, 500 ml fenol
lichid (lichefiat sau topit pe o baie de apa la temperatura de 65°C);
solutia va deveni galbena datorita 8-hidroxichinolinei, care are rol
antioxidant; se adauga 500 ml Tris baza 50 mM si se mentine sub
agitare pe un agitator magnetic timp de 10 minute la temperatura
camerei; se opreste agitarea si se separa faza apoasa prin decantare
sau cu ajutorul unei pipete; se adauga 500 ml TrisCI 50 mM, pH 8;
se repetd operatia de agitare timp de 10 minute dupa care se
incubeazd fard agitare si se separd faza apoasa; pH-ul solutiei se
verificd cu ajutorul hartiei indicatoare; daca pH-ul nu este 8,
tratamentele cu TrisCl, pH 8 se reiau pana la obtinerea pH-ului
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15.

16.

17
18

necesar; dupd atingerea pH-ului dorit se adauga 250 ml TrisCl
50 mM, pH 8; solutia obtinuta este stabild la temperatura de 4°C,
in sticle brune, pentru mai mult de 2 luni;

solutie fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1 (v/v/v) — se
amesteca 25 ml fenol tamponat (faza galbend a solutiei mentinuta
la temperatura de 4°C) cu 24 volume cloroform si 1 volum alcool
izoamilic; amestecul obtinut se pastreaza la frigider 1n sticle brune
si este stabil pentru cel mult 2 luni;

solutie cloroform/alcool izoamilic 24:1(v/v) — 24 ml cloroform se
combini cu 1 ml alcool izoamilic;

. isopropanol;
. solutie etanol 70%.

Mod de lucru:

1.

5 ml mediu LB steril contindnd antibioticul corespunzitor se
inoculeazd cu o colonie bacteriand purtatoare a plasmidului de
interes; cultura se incubeaza in vederea cresterii bacteriei pana la
atingerea fazei stationare, urmand protocolul specific pentru
microorganismul cu care se lucreaza (pentru E. coli, 37°C,
190 rpm, peste noapte);

1,5 ml culturd bacteriana se centrifugheaza timp de 20 secunde la
13.000 rpm in vederea recuperarii celulelor; supernatantul
reprezentat de mediul de culturd clar se arunca; centrifugarea se
poate realiza la temperatura camerei sau la temperatura de 4°C;

depozitul format se resuspenda in 567 ul tampon TE prin pipetari
repetate; se adauga 30 ul SDS 10% si 3 ul proteinaza K 20 mg/ml
(concentratia finala 100 pg/ml proteinazd K in SDS 0,5%); se agita
cu atentie si se incubeaza timp de o ord la temperatura de 37°C;
solutia nu se vortexeaza, aceasta operatiune putand conduce la
fragmentarea moleculelor ADN;

peste lizat se adauga 100 pl NaCl 5 M si se agita prin pipetari
repetate; aceastd etapd este deosebit de importantd deoarece
complexele CTAB-acizi nucleici vor precipita in conditiile in care,
la temperatura camerei, concentratia in saruri scade sub 0,5 M;
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5. se adauga 80 pl solutie CTAB/NaCl, se agita si se incubeaza timp
de 10 minute la temperatura de 65°C;

6. se adaugd un volum aproximativ egal de cloroform/alcool
izoamilic (0,7-0,8 ml), se agita energic si se centrifugheaza timp de
4-5 minute intr-o microcentrifuga;

7. supernatantul vascos, reprezentat de faza apoasd se transvazeaza
intr-o altd microeprubetd si se adaugd un volum egal de
fenol/cloroform/alcool izoamilic; se agitd energic §i  se
centrifugheaza 1n aceleasi conditii ca in etapa anterioara;

8. supernatantul rezultat se transfera intr-o microeprubeta noua si se
adauga 0,6 volume izopropanol in scopul precipitarii aciziilor
nucleici; microeprubeta se agita prin rasturnare pana cand apare un
precipitat sub forma unui fir foarte fin care reprezintd ADN; acesta
se recupereaza printr-o centrifugare scurtd la 4.000 rpm; se poate
intampla ca precipitatul format sd nu prezinte aspect de fir,
deoarece ADN-ul cromozomial a fost fragmentat, caz in care acesta
mai poate fi folosit doar pentru anumite aplicatii (digestie
enzimatica, Southern blot);

9. precipitatul se spald cu etanol 70% pentru eliminarea CTAB
rezidual, dupa care se centrifugheazd timp de 5 minute la
temperatura camerei; supernatantul se aruncd, iar depozitul se
usuca la temperatura camerei, intr-un SpeedVac sau liofilizator;

10. depozitul se resuspenda in 100 pl tampon TE timp de o ora.
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Izolarea ADN-ului genomic din plante

Metodele de izolare a acizilor nucleici din plante constau in liza
celulelor, separarea acizilor nucleici prin centrifugare in gradient de CsCl
(1) sau precipitarea cu CTAB, extractia cu amestec cloroform/octanol si
precipitare cu izopropanol (/9). Metoda descrisa 1n continuare se bazeaza,
in principiu, pe solubilitatea diferitd a complexului CTAB-acizi nucleici
in solutii de clorurda de sodiu de concentratii diferite si a fost utilizata
initial pentru izolarea acizilor nucleici din bacterii (20).

Materialul biologic folosit pentru izolarea ADN-ului poate fi
reprezentat de seminte, seminte germinate, frunze, calus, endosperm,
embrioni sau polen in stare proaspata sau uscata. Datoritd numarului mare
de endonucleaze, trebuie acordatd o atentie deosebita pregatirii i pastrarii
materialului vegetal In vederea extractiei. Este indicat ca imediat dupa
colectare, materialul biologic sa fie congelat sau pastrat pe gheata uscata.
Metoda cea mai indicatd de uscare a materialului biologic este liofilizarea.
Pentru probe de material vegetal se mai poate recurge la uscarea peste
noapte la temperatura de 65°C sau sub vacuum (/9). In general, aceste
ultime doud metode de uscare conduc la diminuarea randamentului de
izolare si la fragmentarea acizilor nucleici.

Truse (Kkit-uri) disponibile pentru izolarea ADN-ului din plante:

» ChargeSwitch® gDNAPIant Kit (Invitrogen);

» DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen);

» AquaPure Genomic DNA Isolation Kits (BioRad);

» GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation Kit
(Amersham).

Principiul metodei

Metoda descrisa se bazeaza pe proprietatea detergentului CTAB de
a precipita diferentiat moleculele de acizi nucleici. La concentratii mai
mari de 0,5 M NaCl complexul CTAB-acizi nucleici este solubil, iar la
concentratii mai mici de 0,5 M devine insolubil.

Materialul biologic este solubilizat cu ajutorul CTAB intr-o solutie
tampon cu un continut mare de NaCl, dupa care pigmentii clorofilieni si
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proteinele sunt extrase cu amestec cloroform/octanol. Prin scdderea
concentratiei NaCl, acizii nucleici sunt precipitafi, iar supernatantul
continand poliglucide si compusi fenolici este Indepartat. Depozitul
insolubil CTAB-acizi nucleici este resolubilizat intr-o solutie al carei
continut de NaCl este mare. Pentru eliminarea detergentului, acizii
nucleici sunt supusi unei precipitari cu izopropanol, urmate de spalare cu
etanol 80%. Depozitul obtinut, continind ADN si ARN este dizolvat in
tampon TE.

Avantaje:

1. in general, se obtin 100-500 pg ADN din 1 g tesut proaspat;
dimensiunile fragmentelor obtinute sunt mai mari de 50 kb daca se
acordd o atentie deosebitd manipuldrii solutiilor ce contin acizi
nucleici (nu se vortexeaza, pipetarea solutiilor se realizeaza
utilizdnd pipete cu varf larg) si se elimind nucleazele (prin
rehidratarea sau dezghetarea probelor numai in prezenta solutiilor
de CTAB);

3. metoda poate fi utilizatd §i pentru cantitdfi mai mici de tesut
vegetal (minipreparate din rondele cu dimensiunea de 1 cm?) (1);

4. metoda este mai rapida decat cea care utilizeaza centrifugarea in
gradient de CsCl

Limitari:

1. in protocolul descris toate componentele celulare sunt lizate, astfel
incat ADN-ul izolat este alcatuit din ADN cromozomial (in cea
mai mare parte, dar si din ADN mitocondrial si ADN plastidial) o
metoda de separare a ADN-ului cromozomial de cel mitocondrial
si plastidial a fost descrisa de Watson si Thomson, 1986 (21).

Materiale necesare:

1. tampon 1 M Tris-HC1, pH 8 — solutia se filtreaza si se autoclaveaza;
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. NaCl 5 M — 29 g NacCl se dizolva intr-un volum final de 100 ml

apa distilata; solutia obtinuta se filtreaza si se autoclaveaza;

. EDTA 0,5 M — se cantareste cantitatea de EDTA si se dizolva in

aproximativ 70% din volumul de apa. Se adugd NaOH solid pana
cand solutia se clarifica, dupa care se verificd pH-ul; dacd este
necesar se adauga NaOH pana cand pH-ul se situeaza in intervalul
7-8, dupa care solutia se filtreaza si se autoclaveaza; se pastreaza
in frigider;

. tampon de extractie CTAB 2% (w/v), EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M

inTris-HCI 0,1 M, pH 8 — pentru prepararea a 100 ml tampon de
extractie, intr-un cilindru gradat de 100 ml se introduc 4 ml EDTA
0,5 M, 28 ml NaCl 5 M, 10 ml Tris-HC1 0,1 M, pH 8§, 30 ml apa
distilatd si 2 g CTAB; solutia se agitd si se incalzeste la
temperatura de 65°C pana la dizolvarea completd a detergentului,
dupa care se aduce la semn; solutia se pastreaza la temperatura
camerei, fiind stabilad timp de cativa ani;

solutie CTAB/NaCl — CTAB 10% in NaCl 0,7 M — pentru
prepararea a 100 ml solutie, intr-un cilindru gradat se introduc
10 g CTAB, 14 ml NaCl 5 M si 60 ml apa distilatd; amestecul se
agitd si se incalzeste la temperatura de 65°C péana la dizolvarea
completa a detergentului, dupd care se aduce la semn; solutia se
pastreaza la temperatura camerei, fiind stabild timp de cativa ani;
solutie de precipitare— CTAB 1% (w/v), EDTA 10 mM, Tris-HCl
50 mM, pH 8; pentru prepararea a 100 ml solutie de precipitare,
intr-un cilindru gradat de 100 ml se introduc 2 ml EDTA 0,5 M,
5 ml Tris-HC11 M, pH 8, 80 ml apa distilata si 1 g CTAB; solutia
se agita si se incalzeste la temperatura de 65°C pana la dizolvarea
completd a detergentului, dupa care se aduce la semn; solutia se
pastreaza la temperatura camerei, fiind stabila timp de cativa ani;

. mercaptoetanol;
. tampon TE/NaCl — NaCl 1 M, EDTA 0,1 mM, Tris-HCl 10 mM,

pH 8 —pentru prepararea a 100 ml, intr-un cilindru gradat de
100 ml se introduc 20 ml NaCl 5M, 1 ml Tris-HCI 1 M pH 8§,
0,2 ml EDTA 0,5 M si se completeaza la semn cu apa distilata;
solutia este stabila la temperatura camerei timp de cativa ani;

. tampon TE — EDTA 0,1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8 —pentru

prepararea a 100 ml, Intr-un cilindru gradat de 100 ml se introduc
20 ml NaCl 5 M, 1 ml Tris-HC1 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M si
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se completeazd la semn cu apa distilatd; solutia este stabilda la
temperatura camerei timp de cativa ani;

10. cloroform/octanol 24:1 (v/v) sau cloroform/alcool izoamilic
24/1 (v/v) — 24 ml cloroform se combind cu 1 ml octanol sau cu
1 ml alcool izoamilic; solutia rezultata se pastreaza la temperatura
camereli, la Intuneric;

11. etanol 80%;

12. omogenizator — mojar cu pistil, blender de laborator (Waring),
omogenizator cu lame (Polytron, Brinkmann), omogenizator cu
bile (Precellys 24, PeqlLab) sau echivalent;

13. eprubete rezistente la solventi organici;

14. baie de apa termostatata;

15. centrifuga;

16. SpeedVac;

17. azot lichid sau gheata uscata.

Mod de lucru:

Extractia acizilor nucleici:

1.

inainte de utilizare, 1 ml de 2-mercaptoetanol se introduce in 100 ml
tampon de extractie cu CTAB, iar solutia obtinutd se Incilzeste la
temperatura de 65°C; pentru procesarea a 1 g tesut vegetal proaspat
sunt necesare aproximativ 4 ml tampon de extractiec cu CTAB si
0,5 ml solutie TAB/NaCl; daca se utilizeaza tesut liofilizat sau
seminte uscate, tamponul de extractie cu CTAB trebuie diluat in
proportie de 1:1;

1 g tesut vegetal proaspat (sau echivalent in tesut liofilizat) se
introduce Intr-un mojar curat, racit in prealabil i se mojareaza cu
azot lichid pana la obtinerea unei pulberi fine; in loc de mojar se pot
utiliza diverse omogenizatoare (cu lama, cu bile), cazuri in care
contaminare Intre probe (vasul in care se realizeaza omogenizarea
trebuie foarte bine curdtat dupa fiecare proba, prin utilizarea unor
perii si a aerului sub presiune (/9); atunci cand se lucreaza cu frunze
se recomandad eliminarea nervurilor proeminente, deoarece acestea
sporesc continutul de carbohidrati (/9); o solutie consta in utilizarea
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de frunze tinere sau prelevarea probei de analizat sub formd de
rondele recoltate din zonele dintre nervuri;

pulberea obtinuta se transfera intr-o eprubeta rezistenta la solventi in
care se mai adauga 4 ml tampon de extractie incdlzit care contine
CTAB si 2-mercaptoetanol; amestecul se omogenizeaza prin agitare
lenta si se incubeazd timp de 30 minute la temperatura de 65°C,
agitdnd ocazional; marirea timpului de incubare la o ord conduce la
cresterea cantitatii de acizi nucleici izolate; daca randamentul nu este
important, este suficientd o incubare timp de 10 minute; compusii
fenolici prezenti in multe plante pot fi eliminati prin tratarea
amestecului cu 1% (v/v) polivinilpirolidona (7);

Nu se foloseste vortexul deoarece agitarea energica
poate conduce la ruperea moleculelor de acizi
nucleici

omogenatul este supus extractiei cu un volum egal (4 ml) de
cloroform/alcool izoamilic; microeprubeta se agitd prin rasturnare,
dupa care se centrifugheaza timp de 5 minute la turatia de 7500 x g si
temperatura de 4°C; dupa centrifugare, se separd doud faze, la
interfata carora se afld resturi celulare insolubile; faza apoasd se
separa prin transvazare sau pipetare intr-o eprubetd curatd; daca
transvazarea se realizeaza prin pipetare, este absolut necesar sa se
utilizeze pipete cu varf larg, pentru a se elimina pericolul
fragmentarii moleculelor de ADN; unii cercetatori prefera extractia
cu cloroform/octanol care conduce la un randament de extractic mai
bun (21);

peste faza apoasd recuperatd se introduc 1/10 volume (0,4 ml)
CTAB/NaCl incalzit la temperatura de 65°C si se agitd prin
rasturnare;

solutia este supusda unei noi extractii cu un volum egal (4,4 ml)
cloroform/alcool izoamilc; eprubeta se agita dupa care se recupereaza
faza organica, procedand ca in etapa 4.
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Precipitarea acizilor nucleici:

1.

peste faza apoasa obtinutd in etapa anterioard se introduce un volum
(4,4 ml) de solutie de precipitare CTAB, dupa care microeprubeta se
agita prin rasturnare; daca se constata aparifia unui precipitat, se trece
la etapa urmdtoare; dacad nu, amestecul se incubeazd timp de
30 minute la temperatura de 65°C;

se centrifugheazd amestecul timp de 5 minute la 500 x g si
temperatura de 4°C; daca nu apare un precipitat se adauga mai multa
solutie de precipitare CTAB (pana la 0,9 ml) si se incubeaza la
temperatura de 37°C, peste noapte;

supernatantul obtinut se transferd intr-o noud microeprubetd, dar nu
se arunca. Precipitatul continand acizii nucleici se dizolva in solutie
tampon TE/NaCl (0,5-1 ml pentru 1 g material vegetal luat in lucru);
uneori este dificil de resuspendat depozitul, operatiunea necesitand
incubare timp de 30 minute la temperatura de 65°C; se citeste
extinctia supernatantului la 260 nm (pentru detalii consultati capitolul
VI. — Determinarea concentratiei acizilor in solutie, pagina 133) si,
daca nu sunt prezenti acizi nucleici, acesta se arunca;

ADN-ul dizolvat in tampon TE/NaCl este precipitat prin addugarea a
0,6 volume izopropanol (0,6 ml izopropanol pentru 1 ml tampon
TE/NaCl); amestecul se agita si se centrifugheaza timp de 15 minute
la 7500 x g si temperatura de 4°C;

precipitatul se spala cu etanol 80%, se usucd la temperatura camerei
sau in SpeedVac si se resuspendad intr-un volum minim de tampon
TE; daca preparatul obtinut este contaminat cu ARN se poate realiza
un tratament cu RN-az4, iar daca este contaminat cu proteine se poate
realiza un tratament cu proteinaza K (7).

Izolarea ADN-ului din tesuturi animale

In cazul celulelor animale ADN-ul este organizat sub forma de

cromozomi cu dimensiuni de 12-60 ori mai mari decat cromozomul de la
Escherichia coli (22). In procesul de izolare a ADN-ului cromozomial
eucariot de cele mai multe ori acesta este fragmentat, gradul de
fragmentare avand o importantd deosebitd asupra aplicatiilor in care poate
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fi utilizat preparatul. Metodele care utilizeazd manipulari ,,agresive” au
tendinta de a fragmenta lantul dublu catenar al moleculelor de ADN in
fragmente mai mici de 50 kb, ce pot fi utilizate pentru reactii de
amplificarea in vitro sau Southern blotting, dar nu pot fi utilizate pentru
aplicatii mai pretentioase precum realizarea de biblioteci genomice (22).

Metoda descrisd in cele ce urmeaza a fost utilizatd pentru prima
data de Blin si Stafford in 1976 (23) fiind apoi modificata si adaptata de
Garner (22) pentru a permite obtinerea de fragmente de ADN cu
dimensiuni de peste 200 kb. Sursa de ADN este tesutul solid dar, cu
modificari minime, metoda poate fi utilizata si pentru sange sau culturi de
celule. Protocoale care utilizeaza asemenea materiale biologice sunt
descrise de Garner (22).

Kit-uri (truse) disponibile:

» DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen),

» AquaPure Genomic DNA Isolation Kits (Biorad);

» GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation Kit
(Amersham);

» DNA IQ™ System (Promega).

Principiul metodei

Tesutul animal mojarat este tratat cu proteinaza K ce cliveaza
nespecific proteinele, determinand liza celulelor. Lizatul obtinut este
supus unor extractii succesive cu fenol, ADN-ul din faza apoasa fiind in
final precipitat cu etanol.

Avantaje:

- atunci cand metoda se utilizeaza cu atentie, dintr-un gram de tesut
animal se obtin aproximativ 2 mg ADN cu dimensiuni de cel putin
100 kb; ADN-ul este usor tdiat de enzimele de restrictie, fard a fi
necesare operatii suplimentare.
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Limitari:

procedura este destul de laborioasa, necesitand incubare indelungata
pentru liza tesutului precum si utilizarea de reactivi toxici; o metoda
mai rapida ce poate fi utilizata pentru extractia ADN-ului din sange
este cea descrisd de Lahiri si Nurnberger, 1991 (24), metoda care nu
face uz de extractii cu fenol sau de enzime; cantitatea de ADN
obtinutd prin aceasta ultimd metoda este mai mare, dar dimensiunile
fragmentelor sunt mai mici;

pentru obtinerea de fragmente de ADN cu dimensiuni mari se vor
avea in vedere trei factori: 1. manipularea cu foarte mare atentie a
solutiilor care contin ADN pentru a minimiza forfele ce ar putea
conduce la ruperea macromoleculelor de ADN; 2. izolarea, inghetarea
si pulverizarea foarte rapide a tesutului pentru a se elimina actiunea
DN-azelor; 3. utilizarea dializei pentru eliminarea sarurilor din
preparat.

Materiale necesare:

1. azot lichid;

2. mojar cu pistil, racite la temperatura de -20°C;

3. spatule;

4. pahare de laborator cu capacitatea de 600 ml;

5. solutie tampon Tris-HC1 1 M, pH 8; solutia se filtreaza si se
autoclaveaza;

6. solutie EDTA 0,5 M, pH 8 — se cantareste cantitatea de EDTA si se

dizolva in aproximativ 70% din volumul necesar de apa; se adauga
NaOH solid pana cand solutia se clarifica, dupa care se verifica
pH-ul; daca este necesar se adaugd NaOH pana cand pH-ul se
incadreaza in domeniul 7-8, dupa care solutia se filtreaza si se
autoclaveazad; solutia se pastreaza la frigider;

7. solutie tampon TE — Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 —
pentru prepararea a 100 ml, intr-un cilindru gradat de 100 ml se
introduc, 1 ml Tris-HC1 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M si se
completeaza la semn cu apa distilatd; solutia se autoclaveaza si
este stabila la temperatura camerei timp nelimitat;
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10.
1.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

solutie fenol saturatd cu TE — se prepard la fel cu solutia fenol
tamponatd pH 8 numai ca solutia Tris pH 8 este inlocuita cu TE
(pentru detalii consultati protocolul Izolarea ADN-ului genomic
din bacterii, pagina 85);

NaCl 5 M — 29 g NaCl se dizolva intr-un volum final de 100 ml cu
apa distilatd; solutia obtinuta se filtreaza si se autoclaveaza;

solutie SDS 10%— 10 g SDS se dizolva in 90 ml apa distilatd;
tampon de extractie — EDTA 0,1 M, NaCl 0,2 M, Tris-HC1 0,05 M
pH 8, SDS 0,5%, RN-aza 50 pg/ml — pentru prepararea a 100 ml
tampon de extractie, intr-un balon cotat se introduc 5 mg RN-aza,
20 ml EDTA 0,5 M pH 8, 5 ml NaCl 5M si 5 ml Tris-HC1 1 M pH
8; dupa dizolvare se completeaza volumul la semn cu apa distilata;
inainte de utilizare solutia se fierbe pentru inhibarea activitdtii
DN-azei;

solutie proteinaza K 20 mg/ml in apd sterild; dacd se prepara
cantitati mai mari, acestea se distribuie Tn microeprubete pentru o
singurd utilizare si se pastreaza la temperatura de -20°C; nu se
recongeleaza;

membrane de dializd — acestea se fierb 1nainte de utilizare intr-o
solutie EDTA 1 mM dupa care se clatesc cu apa distilata;

acetat de sodiu 3M pH 6 — 24,6 g acetat de sodiu se dizolva intr-un
volum minim de apa distilata; se corecteaza pH-ul cu acid acetic la
valoarea de 6 si se completeazd pana la 100 ml cu apa distilata;
etanol absolut;

etanol 70%;

pipete Pasteur atagate la o pompa de vid.

Mod de lucru:

fragmentul de tesut proaspat excizat este imediat congelat prin
scufundare in azot lichid; organele de dimensiuni mari trebuie taiate
in fragmente mici de 1 cm’; extractia se poate realiza din orice organ;

in

cazul izolarii de ADN din ficat este necesar ca animalul de

experiment s fie infometat timp de 24 ore; odatd inghetata, proba de
tesut poate fi utilizatd imediat sau poate fi pastratd la temperatura de
-70°C timp de cativa ani;



Izolarea si purificarea ADN-ului 99

2.

se toarna azot lichid in mojarul racit dupa care se introduce imediat
poba (aproximativ 1 cm’) si se mojareazid pand la obtinerea unei
pulberi; daca este necesar, se mai adaugd azot lichid pentru a mentine
proba rece;

dupa mojarare, se asteaptd evaporarea azotului si cu ajutorul unei
spatule se tranferd tesutul pulverulent peste 20 ml tampon de
extractie, se agitd cu atentie, se adaugd 100 pl proteinaza K
(concentratia finald 100 pg/ml) si se incubeazd la temperatura de
37°C peste noapte; dupd incubare solutia trebuie sa fie clara si sa
prezinte o consistenta vascoasa;

se adauga 20 ml fenol echilibrat cu TE si se amesteca prin rasturnare
timp de 10-15 minute; este recomandat ca in aceasta etapa suprafata
de separare sd fie cat mai mare; dupa agitare trebuie sa se formeze o
suspensie; amestecul se omogenizeaza cu atentie, fara vortexare,
pentru a reduce ruperea macromoleculelor de ADN;

amestecul se transfera intr-o eprubetd din plastic cu capacitatea de
50 ml si se centrifugheaza la 1500 x g timp de 10 minute;

faza fenolicd inferioard se aspird cu ajutorul unei pipete Pasteur
conectata la vacuum sau prin intermediul unei pipete obignuite; se va
acorda atentie deosebitd la introducerea pipetei in solutie pentru a se
evita amestecarea celor doua faze;

etapele 3-6 se repeta de cel putin trei ori; faza apoasa obtinuta in final
trebuie sa fie clara.

pentru recuperare sunt posibile doud modalitati:

a) faza apoasa se dializeaza fata de 1000 volume tampon TE; dializa
se realizeaza la temperatura camerei timp de 30 minute, dupa care se
mentine peste noapte la temperatura de 40°C;

b) peste faza apoasd se adaugd acetat de sodiu pana la concentratia
finalda 0,3 M; se agitd usor si se adaugd doud volume etanol absolut;
ADN-ul va precipita treptat sub forma unor fire fine de culoare alba;
cu ajutorul unei pipete Pasteur indoitd la varf se culeg firele obtinute,
se scufunda in etanol 70%, dupa care se usuca la temperatura camerei;
ADN-ul precipitat obtinut se dizolva cu atentie in tampon TE;
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9. se verificd puritatea preparatului prin masurarea raportului
absorbantelor la 260/280 nm; dacad raportul este mai mic de 1,8 se
repeta etapele 3-9; solutia poate fi pastrata la temperatura de 4°C.

IV. 3 Purificarea ADN-ului din solutii apoase

In urma diverselor reactii realizate in vitro(amplificare, digestie
enzimaticd), rezultd fragmente de ADN dizolvate intr-o solutie cu o
compozitie relativ simpld, care contine cel mai frecvent tampon de
reactie, nucleozid trifosfati, 1-2 enzime $i compusi cu masda moleculara
micd. Deseori concentratia in acizi nucleici sau compozifia solutiei
tampon nu sunt compatibile cu etapele ce urmeaza a fi efectuate si de
aceea este necesara izolarea din amestec a moleculelor de interes.

Metoda utilizeaza extractia clasica cu fenol/cloroform/alcool
isoamilic si a fost descrisa pentru prima datd de Chomczynski (/4).

Kit-uri (truse) disponibile:
» QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen);
» PCR Kleen Spin Columns (Biorad);
» Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega);
» SpinPrep PCR Clean-up Kit (Novagen).

Principiul metodei

Solutia de ADN este supusd extractiei cu un amestec de
fenol/cloroform/alcool isoamilic. ADN-ul rdmane in faza apoasa de
unde este apoi precipitat cu etanol 100%.

Avantaje:
1. simplitate, rapiditate;
2. randament de extractie §i puritate a preparatelor mai bune decat in

cazul utilizarii metodelor bazate pe membrane de siliciu (/);
3. concentratia ADN 1in solutia de purificat trebuie sa fie < 1 mg/ml.
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Limitari:
1. expunerea indelungata la fenol poate duce la degradarea ADN-ului
(1);
2. toxicitate deosebitd a fenolului;
3. timp de procesare a probelor mai mare comparativ cu metodele

bazate pe membrane de siliciu.

Materiale necesare:

1. fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1 (v/v/v) (pentru detalii
privind prepararea acestui reactiv,c onsultati protocolul /zolarea
ADN-ului genomic din bacterii, pagina 85)

2. acetat de sodiu 3 M pH 5,2 — 408 g acetat de sodiu x 3H,O se
dizolva in 800 ml apa distilata; pH-ul se ajusteaza la 5,2 cu acid
acetic 3M si apoi se completeaza balonul cotat la semn, 1000 ml,
cu apa distilata;

3. etanol 100%, racit;

4. etanol 70%, la temperatura camerei;

5. tampon TE pH 8 — Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM pH 8§;

6. desicator sau concentrator centrifugal (Speedvac sau echivalent).

Mod de lucru:

1. intr-o microeprubetd se pipeteaza solutia care contine ADN-ul de
purificat (un volum cuprins intre 200 si 400 pl) si se adaugd un
volum egal de fenol/cloroform/ alcool izoamilic;

2. amestecul se agitd energic (prin utilizarea unui vortex) si se
centrifugheaza timp de 15 secunde intr-o microcentrifuga la viteza
maxima; fazele organica si cea apoasa trebuie sa se separe foarte clar;
uneori, datoritd confinutului mare de sare din proba (mai mare de
0,5 M), cele doud faze se pot inversa, faza organica putand fi usor
identificatd datorita culorii galbene; dacd separarea intre faze nu este
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perfectd, sau faza apoasd care contine ADN-ul este vascoasda, se
repeta centrifugarea pentru inca 1-2 minute.

3. faza apoasd (de deasupra) se transferd, cu atentie, prin intermediul
unei pipete de 200 pl intr-o noud microeprubetd; daca aceasta faza
contine un precipitat alb se repeta etapele anterioare;

4. se aduga 1/10 volume acetat de sodiu 3 M, pH 5,2 peste solutia
contindnd ADN si se agita prin rasturnarea microeprubetei de cateva
ori; daca solutia initiala contine concentratii mari de NaCl aceasta
etapa nu este necesara;

5. se adaugd 2,5 volume etanol 100%, rece, se agitd energic prin
vortexare §i se incubeaza pe gheata timp de 5-10 minute;

6. se centrifugheza timp de 5 minute la viteza maxima a
microcentrifugii (14.000 rpm) iar supernatantul rezultat se arunca;

7. precipitatul format se spald cu 1 ml etanol 70%; microeprubeta se
agitd prin rasturnare de cateva ori §i precipitatul se separd prin
centrifugare timp de 5 minute la 14.000 rpm; dacd moleculele de
ADN sunt mai mici de 200 pb, se utilizeaza etanol 95%;

8. supernatantul este eliminat si precipitatul se usuca intr-un desicator
sau in Speedvac; dupa spalarea cu etanol 70% precipitatul nu adera
foarte bine la perefii microeprubetei, de aceea eliminarea
supernatantului trebuie sa se realizeze cu mare atentie;

9. ADN-ul din precipitatul rezultat se dizolva intr-un volum de apa (de
obicei 20-40 pl) daca va fi utilizat imediat sau in acelasi volum de
tampon TE daca se doreste pastrarea pentru un timp mai indelungat;

Pentru a facilita dizolvarea precipitatului, concentratia finala a
ADN-ului trebuie pastratd sub 1 mg/ml. Cantitati mici de ADN (mai putin
de 25 pg) se dizolva relativ usor, insa pentru dizolvarea unor cantitati mai
mari ar putea fi necesara Incalzirea (5 minute la temperatura de 65°C) (/).
Fragmentele de ADN genomic de dimensiuni mari nu trebuie vortexate,
iar dizolvarea lor necesitd incubarea sub agitare usoara timp de 1-2 zile.
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IV. 4 I1zolarea ADN-ului din geluri de agaroza

Electroforeza in geluri de agaroza nu este doar o metodd de
vizualizare a fragmentelor de ADN izolat, ci este, in principal, o metoda
de separare a fragmentelor de ADN in functie de dimensiuni (pentru
detalii privind electroforeza in geluri de agaroza consultati capitolul VII —
Separarea electroforetica a ADN-ului, pagina 147). Pentru ca fragmentul
de interes separat prin electroforezd sa poatd fi utilizat ulterior in alte
aplicatii (ligari, transformari, fosforilari) este necesard izolarea lui din
gelul de agaroza si solubilizarea intr-o solutie tampon convenabila. De-a
lungul timpului au fost dezvoltate mai multe metode de izolare a
ADN-ului din geluri de agarozd, metode ce utilizeaza electroelutia
(25), transferul prin electroforeza a ADN-ului din gel pe un fragment de
hidroxiapatita (26), dizolvarea agarozei cu ajutorul iodurii de potasiu (27)
sau a agarazei. Protocoale de lucru pentru izolarea ADN-ului utilizdnd
metodele enumerate mai sus sunt prezentate de Ausubel et al. (1) si de
Sambrook et al. (7). Metoda descrisa in cele ce urmeaza se bazeaza pe
observatiile lui Vogelstein si Gillespie (28) legate de proprietatea sticlei
de a lega fragmentele de ADN (7).

Kit-uri (truse) disponibile:
» QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen);
» Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega);
» PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen);
» SpinPrep™ Gel DNA Kit (Novagen).

Principiul metodei

Fragmentul ADN de interes este tdiat din gel cu ajutorul unui
bisturiu. Agaroza este apoi topitd la temperatura de 50°C in prezenta
agentilor chaotropici (compusi ce distrug structurile macromoleculelor),
iar ADN-ul este izolat utilizdnd coloane cu membrane de siliciu. Acestea
au capacitatea de a lega fragmentele de ADN la concentratii mari de
saruri, eluarea realizdndu-se prin modificarea tariei ionice si a pH-ului.
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Avantaje:

- simplitate, rapiditate;
- utilitate pentru izolarea fragmentelor mai mari de 500 pb; fragmentele
mai mici se leaga practic ireversibil de membrana (5).

Limitari:

- elutia nu este intotdeauna completd, existaind ADN neeluat, cu atat
mai mult cu cat dimensiunea fragmentelor este mai redusa;

- randament de extractie mai redus (60%-80%) comparativ cu metodele
bazate pe electroelutie sau cu cele care folosesc agaroza cu punct de
topire scazut (/).

Materiale necesare:

1.

solutie Nal 6 M — se introduc 89,93 g Nal intr-un balon cotat de
100 ml care se aduce la semn cu apa distilatd; solutia se filtreaza
prin hartie de filtru si este stabila pand la 3 luni daca este
mentinutd la intuneric si temperatura de 4°C;

solutie tampon de legare — 0,75 g Na,SO; si 57,3 g clorurd de
guanidind se dizolva 1n 35 ml apd distilatd; se completeaza cu apa
distilata pana la 100 ml si se sterilizeaza; solutia este stabila timp
de 3-4 luni la frigider, In sticld brund si invelitd in folie de
aluminiu; daca se observa formarea unui precipitat, solutia nu mai
poate fi utilizata;

solutie Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 — 1,21 g Tris baza se dizolva in
800 ml H,O si se ajusteaza pH-ul la 7,5 cu HCI concentrat; se
completeaza la 1000 ml cu apa distilatd; important: pH-ul solutiei
variaza semnificativ cu temperatura (aproximativ 0,028 unitati de
pH/°C) si de aceea este indicat ca stabilirea valorii pH-ului necesar
sa se realizeze la temperatura la care se va lucra; deoarece pKa
pentru Tris este 8,08, aceasta solutie tampon nu poate fi utilizata
pentru valori de pH mai mici de 7,2 sau peste 9; solutia este
stabild timp nelimitat;
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4. solutie NaCl 100 mM — 58,4 g NaCl se dizolva intr-un balon cotat
de 1000 ml dupa care se aduce la semn cu apa distilata;

5. tampon de spalare — se prepard prin combinarea a unei parti de
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, o parte NaCl 10 mM si patru parti etanol
(concentratia finala de etanol 80%);

6. tampon TE — Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8 — pentru

prepararea a 100 ml, Intr-un cilindru gradat de 100 ml se introduc

1 ml Tris-HC1 1 M pH 8§, 0,2 ml EDTA 0,5 M si se completeaza la

semn cu apa distilatd; solutia se autoclaveaza si este stabild la

temperatura camerei timp nelimitat;

microeprubete de centrifugd Eppendorf de 1,5 ml;

baie de apa termostatatd (45°C - 50°C);

bisturiu;

0. coloane cu membrane de siliciu pentru microcentrifuga (produse

de Qiagen, Promega, Invitrogen sau Novagen).

= O 0~

Mod de lucru:

1. dupa terminarea separarii electroforetice (pentru detalii privind
separarea electroforetica a ADN-ului in geluri de agaroza consultati
capitolul VII — Separarea electroforetica a ADN-ului, pagina 147) se
excizeazd din gel portiunea care contine fragmentul de interes cu
ajutorul unui Dbisturiu; fragmentul de gel se plaseazd intr-o
microeprubetd de centrifugd cantarita in prealabil si i se determina
masa; dacd excizia se realizeazd sub lampa de ultraviolete este
obligatoriu echipamentul de protectie: manusi de nitril (daca gelul
contine bromura de etidiu) si masca sau ochelari de protectie;

2. peste fragmentul de agaroza se pipeteaza 2,5 pana la 3 volume de
Nal 6 M (de exemplu dacd masa gelului este 200 mg se adauga
500-600 pl solutie); aceastd metoda ce foloseste Nal drept agent
chaotrop nu este indicatd pentru geluri care au fost migrate in tampon
TBE (TRIS-borat-EDTA, pentru detalii, consultati capitolul VII —
Separarea electroforetica a ADN-ului, pagina 147), deoarece TBE
poate inhiba legarea moleculelor de ADN de membrana de siliciu; n
acest caz este indicatd utilizarea percloratului de sodiu sau a
izotiocianatului de sodiu ca agenti chaotropi, iar pH-ul trebuie
mentinut la valoarea de 6,5;
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se incubeaza timp de 5 minute la temperatura de 45°C - 50°C pana la
dizolvarea agarozei; daca dupa 5 minute agaroza nu este complet
dizolvata, se poate continua incalzirea pentru inca 1-2 minute, dar nu
mai mult decat este necesar pentru dizolvarea gelului;

peste solutia cu agaroza dizolvata se adaugd 2 volume solutie tampon
de legare si se agita foarte bine;

supernatantul se aplicd pe o coloand cu membrana de siliciu care se
plaseaza in microeprubeta colectoare corespunzdtoare §i  se
centrifugheaza timp de 1 minut la viteza maximad (14.000 rpm) a
centrifugii; aplicarea supernatantului trebuie realizatd cu atentie
pentru a nu atinge cu varful pipetei membrana, aceasta putand fi usor
perforatd; lichidul se arunca, iar coloana se introduce in aceeasi
eprubeta colectoare;

membrana se spald prin aplicarea a 750 pl tampon de spalare si se
centrifugeaza timp de un minut la vitezd maxima; lichidul de spalare
se aruncd, iar coloana se reintroduce in microeprubeta de colectare;

se centrifugheaza din nou timp de un minut la vitezd maxima a
centrifugii, pentru eliminarea etanolului rezidual; etapa este
importanta in special dacd ADN-ul produs trebuie utilizat in reactii de
restrictie sau 1n ligari;

coloana se transfera intr-o microeprubetd de centrifugd de 1,5 ml si se
adauga 75-100 pl tampon TE sau apa distilata (tratatd pentru
eliminarea nucleazelor); se incubeaza timp de 2-10 minute la
temperatura camerei si apoi se centrifugheaza timp de un minut la
viteza maxima a centrifugii;

ADN-ul colectat se pastreaza la temperatura de 4°C daca se utilizeaza
in termen de citeva zile sau la temperatura de -80°C daca se doreste
pastrarea lui timp indelungat.
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IV. 5 Pastrarea ADN-ului purificat

Integritatea moleculelor de ADN 1n solutie poate fi compromisa de
factori precum prezenta nucleazelor, valori de pH mai mici de 6 si mai
mari de 9, prezenta metalelor grele, radiatii UV si prezenta radicalilor
liberi (5). Din aceste motive, atunci cand se doreste pastrarea solutiilor ce
confin ADN este necesara eliminarea acestor factori. Nu este indicata
pastrarea ADN-ului izolat direct in apd, ci in solutii tampon. Cea mai
indicata solutie tampon este solutia TE, deoarece Tris-ul asigura un sistem
de tamponare foarte eficient in intervalul de pH 7-8 si nu are proprietatea
de a genera radicali liberi asa cum se intampla in cazul tamponul fosfat
salin (PBS) (29). In plus, EDTA-ul chelateazi ioni bivalenti reducand
astfel activitatea nucleazelor si efectul negativ al metalelor grele.

Temperaturile scazute sunt de asemenea un factor important care
asigurd o mai buna stabilitate a ADN-ului in solutii. Pastrarea solutiilor
continind ADN la temperaturi de 4°C este recomandatd doar pentru
perioade scurte de timp (de ordinul zilelor). O mai buna stabilitate se
obtine prin inghetarea si pastrarea probelor la temperatura de -80°C. Daca
nu este disponibil un congelator care sd asigure asemenea temperaturi
joase, ADN-ul purificat poate fi pastrat si la temperatura de -20°C, pentru
protejare fiind necesara adaugarea de ADN-transportor (30).
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V. AMPLIFICAREA ENZIMATICA IN
VITRO A ACIZILOR NUCLEICI

Folosind oricare din metodele descrise in capitolul anterior,
purificarea acizilor nucleici din diverse surse devine o sarcina relativ
simpld, ADN-ul obtinut putand fi folosit direct in aplicatii diverse. In
unele cazuri insd, metodele descrise duc la obtinerea unor cantitifi mici,
inutilizabile de ADN. Un exemplu in acest sens 1l constituie
disponibilitatea unei cantitdfi foarte limitate de material biologic sau cand
continutul de ADN al acestuia este extrem de redus. In asemenea situatii
se face uz de o altd tehnicd deosebit de importanta in laboratorul de
biologie moleculara — amplificarea enzimatica in vitro a acizilor nucleici.
Aceasta tehnica permite copierea fideld de pana la 10° ori a unei molecule
de ADN dintr-o proba data (1), realizdndu-se astfel o amplificare masiva a
cantitatii disponibile de ADN .

Extrem de important este faptul ca simultan cu marirea numarului
de molecule ADN disponibile dintr-o proba, tehnica realizeaza si o izolare
a fragmentelor de ADN care au o secventd data. Tehnicile de purificare
ale ADN-ului total enuntate anterior 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 insa
izolarea unui fragment ADN specific a carui dimensiune §i secventa pot fi
controlate de catre cercetator, detaliu esential in procesul declonare.

In esentd, tehnica de amplificarea in vitro a acizilor nucleici
foloseste acelasi mecanism bazat pe o ADN-polimeraza ADN-dependenta
intalnit si In cazul replicdrii in vivo a ADN-ului. Desi principiul si
mecanismul amplificarii in vitro au fost formulate inca din anul 1971 de
Kleppe et al.(2), tehnica 1n sine a fost descrisd abia in anul 1986 de doua
echipe de cercetatori, Mullis et al.(3) si Saiki et al.(4). Atunci a primit si
numele cu care s-a consacrat: Polymerase Chain Reaction, sauprescurtat
PCR, notatie ce va fi utilizata in cele ce urmeaza.

Metoda presupune folosirea unei polimeraze ADN-dependente si
parcurgerea unui ciclu care implica trei etape desfasurate la temperaturi
diferite: 1. denaturarea moleculelor de acizi nucleici; 2. legarea
oligonucleotidelor amorsa (primer) si 3. sinteza propriu-zisd a noilor
molecule de acizi nucleici.
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Acest ciclu a fost realizat initial prin utilizarea a trei bai de apa
reglate la trei temperaturi diferite (94°C, 54°C respectiv 72°C) si
transferul amestecului de reactie de pe o baie de apa pe alta. In vederea
obtinerii unor cantitati suficiente de ADN, ciclul trebuia repetat de cateva
zeci de ori. Expunerea ADN-polimerazei la temperatura de 94°C
determind inactivarea ei i din acest motiv, protocolul initial presupunea
adaugarea enzimei in amestecul de reactie la fiecare nou ciclu pentru a
inlocui enzima degradati. Intreaga procedura era astfel nu doar foarte
laborioasa, ci si extrem de costisitoare.

Identificarea in anul 1988 (5) si apoi izolarea in anul 1989 (6) a
polimerazei termostabile 7ag din microorganismul Thermus aquaticus,
alaturi de introducerea termo-cicloarelor moderne cu elemente Peltier au
facut ca aceasta tehnologie sa devind aplicabila pe scara larga,
revolutionand biologia moleculard si nu numai. La ora actuald,
majoritatea tehnicilor de investigare pe baza de acizi nucleici, fie ca este
vorba despre studii de metagenomicad, obfinerea unei proteine
recombinate, identificarea unor mutatii, secventierea, clonarea sau
cuantificarea expresiei unei gene au la baza diverse variante ale tehnicii
de amplificare enzimatica in-vitro a ADN-ului.

Simplitatea si robustetea deosebite ale acestei tehnici permit ca si
0 persoand fara prea multe cunostinte de biologie moleculara s poata
pune la punct o reactie de amplificare PCR cu un minimum de efort (7).
Popularitatea deosebita si faptul cd a fost aplicatd intr-o sumedenie de
domenii variate atrag in mod paradoxal si o serie de dezavantaje,
principalul fiind multitudinea de variante si modificari care au fost aduse
acestei tehnici. Cercetatorul incepator se va afla astfel in dificultate atunci
cand, in functie de rezultatul asteptat, va trebui sd aleagd o variantd sau
alta. Datoritd diversitatii deosebite in ceea ce priveste dimensiunea §i
secventa fragmentului de ADN ce se doreste a fi amplificat, sursa de ADN
folosita ca matritd si tipul polimerazei utilizabile, nu exista la ora actuala
un protocol standard care sd functioneze in orice conditii. Din acest motiv,
in acest capitol este prezentat un protocol general de amplificare a
ADN-ului aldturi de o serie de indicatii legate de parametrii esentiali ai
amplificarii, constituindu-se astfel ca punct de plecare in dezvoltarea unor
metode adaptate specific secventei de amplificat.
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V.1 Amplificarea enzimatica in vitro a ADN-
uluisau PCR

Procesul de amplificare enzimatica in vitro a ADN-ului consta in
repetarea ciclica a trei etape (Figura 16).

| 1. Denaturare I

ADN-ul este denaturant prin
incilzire la 94°C
| 3. Sintezi | | 2. Legare
— et |
PCR complet

< Z
1

ADN-polimeraza extinde E)ligonucleotidele amorsa (primer)
oligonucleotidele amorsa (primer) se leaga de ADN-ul tinta
si sintetizeaza noi catene de ADN

FIGURA 16. Schema simplificata a unui ciclu PCR.

Prima etapd a reactiei PCR constd in incubarea amestecului de
reactie alcatuit din sursa de ADN-matritd, polimeraza Tagq,
oligonucleotidele amorsa (primer) si cele 4 deoxiribonucleozide-trifosfat
la temperatura de 94°C timp de un minut. Parcurgerea acestei etape
conduce la separarea catenelor ADN-ului dublu-catenar din amestec,
adica la denaturarea ADN-ului.

A doua etapa presupune incubarea amestecului de reactie la o
temperaturd dictatd de temperatura de topire a oligonucleotidelor amorsa
(primer). In aceasti etapid are loc legarea oligonucleotidelor amorsi
(primer) de ADN-ul monocatenar obtinut in etapa anterioara, pe baza de
complementaritate la nivel de secventa.
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A treia etapa implica incubarea amestecului din etapa anterioara la
temperatura de 72°C pentru un interval de timp variabil, cuprins intre
20 secunde pand la 2 minute. Enzima 7ag devine activd si adauga
nucleotide la capatul 3'-OH al oligonucleotidelor amorsa legate,
extinzandu-le. Nucleotidele sunt adaugate in ordinea dictatd de
complementaritatea cu ADN-ul matriti. In acest mod are loc sinteza unei
noi molecule de ADN dublucatenar. Una dintre catenele acestei molecule
este catena originald, matritd, iar a doua este catena nou sintetizata, care
incorporeaza oligonucleotida amorsa (primer).

Cele trei etape alcatuiesc un ciclu care este repetat in mod obisnuit
de 30-35 ori, intregul proces durand in jur de 3-4 ore. In etapa de legare a
primului ciclu, oligonucleotidele amorsa (primer) se leagd doar de
catenele separate ale ADN-ului sursd, iar catenele nou sintetizate sunt clar
definite doar la capatul 5° (cel reprezentat de oligonucleotida amorsa).
Pozitia capatului 3" depinde de durata etapei de sintezd si poate fi
variabilda. Dupa primul ciclu PCR se obtine un amestec de molecule de
ADN sursd si ADN nou sintetizat de dimensiuni variabile. In ciclurile
urmatoare sunt utilizate ca matrita si catenele nou sintetizate, ceea ce face
ca pe masurd ce procesul inainteazd, moleculele nou sintetizate sa
incorporeze treptat, la ambele capete, oligonucleotidele amorsa (primer).

Faptul ca la fiecare ciclu nou se utilizeaza ca matrita si catenele
sintetizate in etapele anterioare face ca sinteza ADN-ului pornind de la
noile catene sa fie un proces exponential, inlantuit. Sinteza ADN-ului
pornind de la catenele originale decurge 1nsa liniar astfel incat, la sfarsitul
celor 30-35 cicluri, produsul rezultat in urma amplificarii (numit
amplicon) va fi format predominant din catene sintetizate in ultimele
cicluri (7). Acestea au capetele clar definite de cele doud oligonucleotide
amorsa (primer). Astfel, In cursul unei reactii de amplificare enzimatica in
vitro a ADN-ului (PCR), are loc multiplicarea exponentiala, Inlantuita a
fragmentului de ADN cuprins intre cele doud oligonucleotide amorsa
(primer) (Figura 17).
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FIGURA 17. Reprezentarea grafica a ciclurilor succesive in reactia de amplificare

in vitro a ADN-ului.

De notat faptul ca, desi catenele ADN-ului matrita (reprezentate cu negru) sunt
copiate de-a lungul intregului proces, numarul catenelor nou sintetizate
(reprezentate cu gri) creste exponential, deoarece ele insele pot functiona ca
matrita.
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Cele 3 etape obligatorii ale reactiei PCR pot fi la ora actuala
completautomatizate prin intermediultermocicloarelor. Acestea sunt
dispozitive termice cu unul sau mai multe elemente Peltier care au
capacitatea de a modifica in mod controlat, cu precizie si vitezd mare
temperatura unui bloc de incubare in care este amplasat amestecul de
reactie. In mod curent, la programarea unui termociclor, pe langa cele trei
etape obligatorii pentru realizarea amplificarii in vitro a ADN-ului, se
adauga trei etape suplimentare care nu se repetata:

1. denaturarea initiala— constd in mentinere timp de 5 minute a
amestecului PCR la temperatura de 95°C pentru denaturarea
completa a ADN-ului matritd sau a celulelor, atunci cand acestea
sunt utilizate direct ca sursa de ADN;

2. finalizarea sintezei— dupad 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;

3. mentinerea amestecului de reactie la temperatura de 4-12°C este
etapa finala, in general fara limitd de timp, care are rolul de a
pastra probele la o temperaturd optima pand la interventia
operatorului.

Amplificarea enzimatica in vitro a fragmentelor
de ADN de pana la 4 kb

Principiul metodei

Amplificarea enzimaticd in vitro a ADN-ului sau PCR-ul este o
reactie de replicare enzimaticd in lanf a ADN-ului matritd mediatd de
oligonucleotidele amorsa (primer). Reactia are la baza:

1. proprietatea oligonucleotidelor amorsa (primer) de a se lega, la o
anumitda temperatura de molecula ADN matritd, expunand astfel
un capat 3 -OH;

2. proprietatea polimerazei termostabile 7aq de a 1Incorpora
nucleotide pe baza de complementaritate in directia 5°-3°,
incepand cu capatul 3'-OH al oligonucleotidelor amorsa (primer).
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Aplicatii:

1. izolarea unui fragment specific de ADN dintr-o probd de ADN
genomic; secventa si dimensiunea fragmentului izolat sunt
controlate prin intermediul celor doua oligonucleotide amorsa
(primer) (Figura 18);

2. amplificarea specificd a unor fragmente de pana la 4 kb cuprinse
intre cele doua oligonucleotide amorsda (primer); ADN-ul de
amplificat poate fi de orice provenienta (animal, vegetal, bacterian
sau viral); moleculele de ARN (ARN total, mesager, viral, de
transfer sau ribozomal) pot functiona ca matritd doar dupa ce au
fost convertite in asa numitul ADN complementar (ADNc) prin
utilizarea unei revers-transcriptaze (8),(9); in general, in urma unei
reactii PCR se obtin 0,25-0,5 ug (sau 105 copii) ADN amplificat

(1);

3. oligonucleotidele amorsd (primer) trebuie sa fie perfect
complementare cu secventa de amplificat doar la capatul 3°; la
celdlalt capat acestea pot contine, de exemplu, situs-uri de
restrictie pentru enzime ce vor fi incorporate in secventa
amplificata;

4. desi in principiu reactia poate avea loc pornind chiar de la o
singurd moleculd ADN matrita, in practicd, proba de amplificat
trebuie s contind minimum 10° molecule ADN cu secventa de
amplificat, sau o cantitate de ADN genomic de ordinul
microgramelor.

Limitari:

1. desi permite izolarea unui fragment specific de ADN, acest lucru nu
este echivalent cu purificarea acestuia; metoda nu elimind complet
ADN-ul contaminant dintr-o proba datd ci, prin multiplicarea
extensiva a fragmentului de interes acesta devine predominant; pentru
eliminarea completa a ADN-ului contaminant din proba este necesara
utilizarea unor tehnici suplimentare (electroforezda in geluri de
agaroza urmata de izolarea fragmentului de interes din gel);
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2. desi ADN-ul matritd nu trebuie sa fie foarte pur, procesul de
amplificare se desfasoara cu dificultate sau deloc in cazul in care
acesta este puternic fragmentat.

ADN genomic

Secventa ADN de amplificat

I -5’

Oligonucleotidele amorsa (primer) se leaga de cite una din catenele de
ADN si flancheaza secventa de amplificat

5 - I I 3
3 —-<.:|— s
Primerl
Primer2
5 —mm— 3
3 4 I 1 - 5

FIGURA 18. Localizarea oligonucleotidelor amorsa (primer).

Acestea trebuie sa flancheze fragmentul de ADN de amplificat si permit izolarea
acestuia dintr-o proba complexa, precum ADN-ul genomic.
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Materiale necesare:

1.

(98]

sursa de ADN ce contine fragmentul care urmeaza a fi amplificat
cu o concentratie de ordinul pg ADN/ul; puritatea preparatului de
ADN utilizat ca sursd nu este esentiald, putand fi utilizat cu succes fie
ADN-ul purificat prin una din metodele descrise in capitolul /V—
Metode si tehnici folosite pentru izolarea si purificarea ADN-ului,
pagina 73, fie amestecul de reactie in care s-a realizat reverstranscriptia,
sau chiar o suspensie celulara; in cursul realizarii amestecului pentru
PCR, sursa de ADN trebuie sa fie Insa suficient de diluatd pentru a
preintdmpina eventualul efect inhibitor al contaminantilor;

setul de oligonucleotide amorsa (primer) complementare cu
secventa de amplificat; pentru detalii privind modul de selectie a
secventei acestora, consultati subcapitolul V.2 —Criterii pentru
alegerea oligonucleotidelor amorsa (primer), paginal26); in general,
oligonucleotidele amorsa se livreaza sub forma liofilizatd; inainte de
utilizare, in fiecare microeprubeta cu oligonucleotid se adauga apa
distilata sterild astfel 1ncat sa se obtina o concentratie finald de
10 picomoli/pl;

apa distilata sterila;

ADN polimeraza — la ora actuald, un numar foarte mare de
furnizori pun la dispozifie o gamad variatd de polimeraze
termorezistente (Tabel 4); selectia uneia sau alteia trebuie sa se faca
tinand cont de fidelitatea enzimei, adicd de abilitatea acesteia de a
insera cu precizie nucleotide pe catena ADN nou sintetizata, in stransa
complementaritate cu catena veche; desi problema fidelitatii
polimerazelor este una deosebit de complexa (10), ea a fost redusa
strict la prezenta activitatii exonucleazice 3'-5' prin care enzima are
capacitatea de a corecta eventualele greseli de insertie; cum activitatea
exonucleazica atrage dupd sine un randament mai mic al vitezei de
amplificare, utilizarea unui anumit tip de polimeraze depinde de
cantitatea de ADN necesara la sfarsitul reactiei si de utilizarile
ulterioare ale ADN-ului; in aplicatiile comune, care nu necesitd o
precizie foarte mare, se utilizeaza frecvent enzime cu fidelitate redusa,
in principal datorita costului de achizitie mai redus; in aplicatiile in
care secventa fragmentului amplificat este esentiala (clonarea unei
gene sau secventierea acesteia), se vor utiliza enzime cu fidelitate
crescutd (de exemplu PfuUltra);
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TABEL 4. Principalele caracteristici ale diverselor tipuri de polimeraze ADN-
dependente utilizate in PCR

Denumire Activitate  Fidelitate Stabilitate Viteza
comerciala  exonucleazica termica (timp de de
3'-5 injumatatire) sinteza
(kb/min)

Tag DNA Absenta Foarte 40-60 minute la 3-10
polymerase mica 95°C
Fragmentul Absenta Foarte 21 minute la 8
Stoffel mica 97,5°C
Tth DNA Absenta Foarte - 1,5
polymerase mica
rTth XL Foarte slaba  Redusda  — =
UlTma DNA Prezenta, dar Redusa 50 minute la -
polymerase slaba 97,5°C
Pfu DNA Prezenta Mare 1140 minute la 3
polymerase 95°C
Pfu DNA Absenta Foarte 1140 minute la -
polymerase mica 95°C
(Exo-form)
Pfu DNA Prezenta Mare 1380 minute la >5
polymerase 95°C
Deep Vent
Tli Pol (Vent)  Prezenta Mare 402 minute 1a 95°C 4
Thr DNA Absenta Mica 150 minute la 96°C
polymerase
(Dynazyme)
Platinum Pfx  Prezentd Mare 720 minute la 95°C  6-18
Platinum 7ag  Absenta Mica 96 minute la 95°C 4-10
Taq Pol Prezenta Mare 30 minute la 75°C —
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Metoda generala propusa foloseste rTaq polimeraza (GE Healthcare),
o proteind recombinatd de 94 kDa a carei gena a fost izolatd din Thermus
aquaticus $i exprimatd sub formd recombinatd in E. coli. Activitatea
polimerazica 5'-3' maxima este in intervalul de temperatura de 70-80°C.
Enzima este foarte termostabild, cu un timp de Injumatatire de
35-40 minute la 95°C, adica echivalentul a 100 cicluri PCR. Producatorul
livreaza enzima intr-o solutie tampon cu 50% glicerol care contine 5 U/ul.

5.

solutie tampon PCR 10X — Tris-HCl 100 mM, pH 8,3, KCI
500 mM, MgCl1, 15 mM, albumina sericd bovina (BSA) 0,01%
(w/v) (11); 1 ml solutie tampon PCR se prepara prin amestecarea a
100 pl Tris-HCI 1M, pH 8,3, 500 pl KC1 1 M, 15 pul MgCl1, 1 M,
10 ul BSA 1% s1 375 pl apa distilata, dupa care se sterilizeaza prin
autoclavare; continutul acestei solutii poate varia in functie de
enzima utilizatd, motiv pentru care fiecare producator livreaza si
aceasta solutie;

solutie stoc deoxiribonucleozide-trifosfat (ANTP) — in general,
acestea se achizitioneaza sub forma unui set de 4 fiole, fiecare
confinand o solutia 100 mM a unui deoxiribonucleozid-trifosfat;
100 pl solutie stoc se prepara prin pipetarea intr-o microeprubeta a
cate 10 pl solutie 100nM din fiecare ANTP (ATP, dTTP, dGTP,
dCTP) si 60 pl apa distilatd sterila;

solutie MgCl, 25 mM (facultativ) — poate fi utilizata atunci cand
este necesard Tmbundtdtirea randamentului reactiei; in general,
cresterea concentratiei de Mg”™ duce la sciderea specificitatii
amplificdrii; concentratia optima este dependentd de concentratia
de ANTP si oligonucleotide primer utilizata, dar si de concentratia
ADN-ului matrita; acesta este motivul pentru care acest parametru
trebuie particularizat pentru fiecare amplificare in parte; gama de
concentratie in care se utilizeazd in mod curent MgCl, este
1-100 mM concentratie  finald;randamentul  reactieir sau
specificitatea amplificarii pot fi de asemenea modificate prin
utilizarea diversilor aditivi, efectul fiecaruia fiind prezentat in
Tabelul 5;
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TABELUL 5. Principalii aditivi utilizati pentru imbunatatirea randamentului reactjei
de amplificare in-vitro a ADN-ului

Aditiv

Mod de actiune

Concentratie finala in
amestecul PCR la care
se manifesta efecte

Etanol

Uree

DMSO

Formamida

SDS

Glicerol

Tween
20/NP40

Triton X-100

Albumina
serica bovina

Betaina

Scade T,,"-ul
oligonucleotidelor amorsa

Scade 7,,"-ul
oligonucleotidelor amorsa

Scade 7,,"-ul
oligonucleotidelor
amorsa; creste
specificitatea amplificarii

Previne agregarea enzimei

Scade Tm’-ul
oligonucleotidelor amorsa
si mareste rezistenta la
temeratura a polimerazei

Previne agregarea
polimerazei

Neutralizeaza multi din
compusii ce inhiba
amplificarea

Usoara imbunatatire la
10%

Usoara imbunatatire la
10%, efecte inhibitorii la
1M

Imbunatatire la 10%

Imbunatatire la 1,5-10%,
efecte inhibitorii la peste
15%

Efecte inhibitorii la peste
0,01%

Imbunatitire la 5-20%

Tween 20 0,1-
0,05%(v/v), NP40
0,05%(v/v)

0,01%(v/v)

10-100 pg/ml

0,5-1M
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Aditiv Mod de actiune Concentratie finala in
amestecul PCR la care
se manifesta efecte

PEG 6000  — 5-15%

Spermidina  Reduce reactia nespecifica 5-15% (w/v)

dintre polimeraza si ADN

'T,— temperatura de topire a oligonucleotidelor amorsa (engl. Melting temperature)

microeprubete sterile pentru PCR— microeprubete de tip
Eppendorf cu peretii subtiri, care permit schimbul rapid de
caldura; in mod curent se utilizeaza microeprubete de 0,2 ml dar
reactia se poate realiza si in vase cu volume mai mari (0,5 ml) sau
mai mici (microplaci);

termociclor Biometra T Gradient sau echivalent — aparatul este
esential pentru buna desfasurare a reactiei de amplificare si de
aceea la achizitia acestuia trebuie luati in considerare o serie de
parametri functionali, precum:

— viteza de incdlzire/racire — In general, timpul necesar pentru
ca blocul sa ajunga de la 55°C la 94°C este de 30 secunde sau mai
mult; cu cat timpul este mai mic, cu atat durata unei reactii de
amplificare va fi mai mica;

— blocul termic pentru probe dimensionat la volumul
micro-eprubetelor PCR utilizate;

— capac cu incalzire — in lipsa acestuia, amestecul de reactie
condenseazd in interiorul eprubetei (sau microplacii); in cazul
utilizarii unui termociclor fara capac incalzit, peste amestecul de
reactie se adauga un strat de ulei mineral;

— capacitate de a realiza gradient de temperatura — permite
realizarea unui gradient de temperaturd de-a lungul blocului
termic, in asa fel Incat probele amplasate in diverse pozitii vor fi
incubate la temperaturi diferite; acest lucru poate ugsura foarte mult
procesul de identificare a temperaturii optime de legare a
oligonucleotidelor amorsa (primer);

— capacitate de a programa aparatul si de a salva programul in
memoria acestuia n vederea utilizarii ulterioare.
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Mod de lucru:

In mod ideal, in vederea diminurii contaminarii cu ADN exogen,
toate operatiile necesare pentru realizarea reactiei de amplificare in vitro a
ADN-ului trebuie realizate intr-o camera dedicatd acestui scop, folosind
reactivi si echipamente rezervate numai pentru PCR. Aceasta este de cele
mai multe ori greu de realizat, dar totusi pot fi luate cateva masuri de
prevedere pentru minimizarea contaminarii. Astfel, utilizarea unor reactivi
doar pentru reactia PCR este esentiald. Rezervarea unor pipete strict
pentru aceastd operatie si utilizarea de varfuri cu filtru pentru pipete sunt
de asemenea doud masuri ce pot micsora nivelul de contaminare.
Utilizarea manusilor de protectie este obligatorie pe toatd perioada
manipularii reactivilor PCR.

Etapele realizarii unei reactii standard de amplificare in vitro a
ADN-ului sunt:
1. prepararea amestecului de reactie (master mix) prin pipetarea intr-o
micro-eprubeta sterild a reactivilor, conform indicatiilor de mai jos;

Cantitate pentru o Cantitate pentru 10
proba probe
Oligonucleotide 10 pmoli din fiecare 100 pmoli din fiecare
amorsa (primer)
Tampon PCR 10X Sul Sul
stoc ANTP 10 mM 1 ul 10 pl
Apa sterila pana la 48 pl* pana la 480 pl*

* _ volumul de apid poate varia in functie de volumul de enzimi sau

ADN-matrita utilizat.

In general, orice reactie de amplificare a unei probe necunoscute
trebuie insotitd de un control pozitiv (in care ADN-ul matrita este prezent)
si un control negativ (in care ADN-ul matrita lipseste, util pentru detectia
eventualei contamindri); mai multe detalii despre necesitatea celor doua
tipuri de probe control pot fi identificate in lucrarea lui Gerstein si Aoyagi
(7);

2. cate 48 ul din amestecul de reactie se transvazeaza In numarul
corespunzator de eprubete PCR sterilizate si notate in prealabil;
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3. se pipeteaza cu atentie cate 1,5 pl solutie ce contine ADN-ul de
amplificat;

4. se programeaza termociclorul urmand indicatiile producatorului pentru
a realiza etapele necesare amplificarii, dupa cum urmeaza:

Etapa Temp. Timp Observatii
°O) (min.)
1 Denaturarea 95 5
initiala,Hot-Start*
2 Denaturare 95
3 Legarea variabila 2 Temperatura  depinde  de
oligonucleotidelor valoarea  temperaturii = de
amorsa (primer) topire (T,) specifice fiecarei
pereche de oligonucleotide
amorsa (primer)
4 Sinteza 72 variabil Timpul alocat depinde de

dimensiunea fragmentului de
ADN amplificat si de viteza
de sinteza a enzimei utilizate;
o buna aproximare a vitezei
de sinteza este de 1 kb/min.

Etapele 2-4 se repetd de 30 de ori

5 Finalizarea sintezei 72 10

6 Finalizarea reactiei 4 — are rolul de a pastra probele
la o temperaturd optima pana
la interventia operatorului

* —etapa de Hot-Start este necesara doar in cazul utilizarii polimerazei 7ag; pentru detalii
consultati etapa 6 din protocol

5. se amplaseazd micro-eprubetele PCR inchise in locasele blocului
termic al termociclorului si se porneste programul presetat in etapa
anterioara;
6. la atingerea temperaturii de 95°C din etapa de denaturare initiala, se
adauga cate 2,5 U enzima (0,5 pl) si se omogenizeaza prin pipetare sus-
jos; aceastd etapd, Tn care enzima este introdusd dupa ce amestecul de
reactie a ajuns la temperatura de 95°C poarta numele de Hot-Start,
Necesitatea etapei de Hot-Start apare datoritd faptului ca, in
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general, amestecul de reactie se prepara pe gheata. Aceasta poate duce la
legarea nucleotidelor amorsa (primer) in situs-uri nespecifice. Unele
polimeraze (printre care si Tag) au activitate polimerazica reziduala la
temperaturi mici, fapt ce conduce la inceperea amplificarii din momentul
adaugarii enzimei in amestecul de reactie. Prin addugarea enzimei dupa
atingerea unor temperaturi la care ADN-ul este denaturat se impiedica
aparitfia unor asemenea reactii de amplificare nespecifice; in cazul
utilizarii unor enzime care nu necesitd etapa de Hot-Start (de exemplu
Pfu) acestea pot fi adaugate direct in amestecul de reactie (master mix);

7. dupa finalizarea programului PCR, microeprubetele se scot de pe
blocul termic si pot fi pastrate pentru perioade scurte la temperatura de
4°C; randamentul reactiei de amplificare se evalueaza prin electroforeza
in geluri de agaroza (pentru detalii, consultati capitolul VII — Separarea
electroforetica a ADN-ului, pagina 147).

V.2 Criterii pentru alegerea oligonucleotidelor
amorsa (primer)

Intregul proces de amplificare in vitro a ADN-ului se bazeazi pe
capacitatea oligonucleotidelor amorsa (primer) de a se lega de ADN-ul
matritd si din acest motiv alegerea corectd a secventei acestora este
elementul cheie ce poate face diferenta dintre un PCR reusit si un esec
total. Specificitatea si randamentul reactiei PCR nu depind doar de un
singur factor, ci sunt controlate atdt de compozitia amestecului de reactie
(continutul de Mg cét si de temperatura si durata fiecirei etape a
ciclului de amplificare. Aceasta usureaza procesul de selectie a
oligonucleotidelor amorsa (primer) si face posibila formularea unor reguli
specifice de selectie. Cunoscand secventa ADN-ului de amplificat si
respectand cele cateva reguli simple exemplificate mai jos, este posibila
in principiu alegerea unor oligonucleotide amorsd (primer) pentru
amplificarea oricarei secvente ADN cu dimensiuni cuprinse intre
200-400 pb. Pentru fragmente de dimensiuni mai mari, procesul de
selectie a secventei optime se complicd si de aceea este indicat sd se
utilizeze programe computerizate specifice (Tabelul 6) (12).
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TABELUL 6. Cele mai utilizate programe computerizate accesibile on-line utile in
procesul de selectie a oligonucleotidelor amorsa (primer)

Program Adresa web

Primer3 http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi
GeneFisher2  http://bibiserv.techfak.uni—bielefeld.de/genefisher2/

Primer3Plus  http://www.bioinformatics.nl/cgi-

(13) bin/primer3plus/primer3plus.cgi

Oligo Calc http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
(14)

Primer- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
BLAST blast/index.cgi?LINK LOC=NcbiHomeAd

Dupa identificarea secventei celor doud nucleotide amorsa
(primer) necesare pentru amplificarea secventei ADN de interes, acestea
pot fi sintetizate in laborator (acolo unde exista dotarea necesara) sau pot
fi cumparate direct de la distribuitorii specializati. In general, pretul este
exprimat pe nucleotid si depinde de puritatea necesara, oligonucleotidele
fiind furnizate in stare liofilizata.

Reguli generale pentru alegerea oligonucleotidelor amorsa

1. Complementaritatea si unicitatea secventei oligonucleotidelor amorsa
(primer). Cel mai important parametru pentru selectia secventei celor
doua oligonucleotide amorsa (primer) este, bineinteles, capacitatea
acestora de a se lega pe bazd de complementaritate de secventa de
molecula ADN de amplificat si de a forma un duplex stabil cu aceasta.
Situs-urile de legare trebuie sa flancheze regiunea ADN de amplificat, sa
fie specifice pentru fiecare oligonucleotida si, de asemenea, sd fie unice
(sa nu se repete in molecula de ADN matritd). Desi probabilitatea ca o
secventd de dimensiunea unei oligonocleotide amorsa (primer) sd se
repete in fragmentele de 2-3 kb amplificate in mod obisnuit prin PCR este
destul de mica, odata cu cresterea dimensiunii fragmentului de amplificat,
probabilitatea creste drastic. Din acest motiv, pentru ampliconi de
dimensiuni mari este indicat sa se utilizeze programe precum BLAST
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pentru verificarea unicitatii secventei setului de oligonucleotide amorsa
(primer) alese.

Complementaritatea de secventd cu molecula ADN-matritd este
esentiald la capatul 3'. Faptul ca la capatul 5' existd una pana la trei baze
care nu sunt complementare cu secventa de amplificat nu modifica
randamentul reactiei de amplificare. Acest lucru poate fi exploatat in
sensul modificarii specifice a secventei de amplificat. Prin introducerea
unor situs-uri de restrictie pentru enzime in secventa oligonucleotidelor
amorsa (primer), acestea vor fi incorporate in secventa amplificata.

2. 8d aiba o lungimea cuprinsa intre 18 §i 28 nucleotide. Cu cat lungimea
unei oligonucleotide este mai mare, cu atat specificitatea reactieci PCR
este mai mare, insd legarea la ADN-ul matrita este mai putin eficienta si
in consecinta cantitatea de ADN obtinutd in urma reactiei de amplificare
este mai mica.

3. Sa prezinte temperatura de topire cuprinsa intre 52°C si 60°C.
Temperatura de topire (T,,) reprezintd temperatura la care jumatate din
moleculele de oligonucleotid amorsd (primer) sunt asociate cu
ADN-matrifa si sunt o indicatie a tariei duplexului oligonucleotid-ADN
format. T, este un parametru care se calculeazd pentru fiecare
oligonucleotid amorsa (primer) in parte si este influentat de secventa
specificd a acestuia. Au fost descrise mai multe modalitati de calcul ale
valorii Ty, cea mai corectd folosind nofiunile de entalpie si entropie-
functii de stare ale unui sistem termodinamic. In mod obisnuit, o
modalitate simpla care permite aproximarea rapida a valorii Ty, pentru o
oligonucleotida data foloseste formula:

T, (€)= 4 x (GC) + 2 x (AT)

unde G, C, A, T reprezintd numarul de G, C, A si respectiv T din
secventa oligonucleotidei amorsa (primer).

In general, valoarea optima pentru T, este cuprinsa intre 52°C si
60°C si trebuie sa aiba valori apropiate pentru ambele oligonucleotide
amorsa (primer) utilizate. Valoarea lui T, este utild pentru stabilirea
temperaturii optime din etapa de legare a ciclului PCR. Aceasta trebuie sa
fie mai mica cu cateva grade decat cea mai micd temperatura T, a celor
doua oligonucleotide amorsa (primer).
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4. Continutul de GC trebuie sa fie intre 40% si 60%.

5. Sa formeze o asa-zisa clema GC. Prezenta de pana la trei nucleotide G
sau C printre ultimele cinci nucleotide de la capatul 3' duce la asocierea
mai puternici a oligonucleotidului amorsa cu ADN-ul matrita,
formandu-se o asa-numitd clemda GC, ceea ce conduce la cresterea
randamentului reactiei de amplificare. Mai mult de trei nucleotide GC in
ultimele cinci face foarte dificila disocierea duplexului rezultat, ceea ce
scade randamentul reactiei.

6. Sa nu formeze structuri secundare specifice. Prezenta 1in

oligonucleotidele amorsd a structurilor secundare produse prin legaturi

inter- sau intra-moleculare Intre nucleotide poate duce la scaderea drastica

a randamentului de amplificare sau chiar la stoparea completa a reactiei.

Cele mai importante tipuri de structuri secundare care trebuie evitate sunt:
a) ace de par, precum cel exemplificat mai jos;

5'-AGGCCTGACGGCCTAC

Frrrrrr G
3'-ACTGCCGTCAC

b) auto-dimeri — se formeaza prin asocierea pe bazd de
complementaritate a doud molecule ale unui oligonucleotid de
acelasi tip;

5'-AGGCCTGACAGGCCATGC-3"'

LEEEEE TEErnd
3'-CGTACCGGACAGTCCGGA-5"

¢) hetero-dimeri — se formeaza prin asocierea pe baza de
complementaritate a doud molecule ale celor doua
oligonucleotide utilizate pentru amplificare;

5'-AGGCCTGACAGGCCATGC-3"'

AR ERR
3'-ACTTTCCGAGCATCACT-5'
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7. Sa nu contina repetitii. O repetitie este o grupare de doud nucleotide
care se repetd succesiv, precum ATATATATAT. Numarul maxim de
repetitii acceptat este patru.

8. Sa nu contina mai mult de patru repetitii ale aceleiasi baze, de forma:
GCGGGGGATGGGGGG
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VI. DETERMINAREA
CONCENTRATIEI ACIZILOR
NUCLEICI IN SOLUTIE

Determinarea corectd a concentratiei de acizi nucleici (ADN sau
ARN) este un aspect esential pentru buna desfasurare a etapelor ulterioare
in cadrul unui experiment ce are in vedere manipularea acestor molecule
(clonare, transformare). Alegerea si utilizarea unei metode de dozare
depinde, in principal, de necesitatile specifice ale experimentului,
necesitdfi exprimate de trei parametri: specificitate, sensibilitate si
prezenta compusilor care interfera.

In scopul dozarii acizilor nucleici au fost propuse doua abordari
majore:
— dacd proba este pura (fara cantitdfi semnificative de proteine, fenol sau
alti acizi nucleici) metoda ce trebuie utilizatd este determinarea directa a
concentratiei prin spectroscopie UV.
— daca proba contine cantitati mici de ADN sau cantitati semnificative de
impuritdfi, concentratia poate fi estimatd folosind metode care presupun
cuplarea acizilor nucleici cu diversi derivati, complecsii rezultati fiind
evaluati spectrofotometric sau fluorimetric.

V.1 Determinarea concentratiei acizilor nucleici
prin spectroscopie UV-VIS

Pentru determinarea concentratiei acizilor nucleici prin
spectroscopie UV-VIS se pot utiliza doud metode mai importante:

1. masurarea directd a concentratiei acizilor nucleici prin
spectrometrie UV — metoda simpla si sigura care poate fi folosita
numai pentru solutii pure si concentrate;

2. metoda Burton este specificd pentru ADN si presupune liza
acizilor nucleici si determinarea continutului de deoxiriboza din
probd; metoda are avantajul ca poate fi utilizatd pentru dozarea
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directa a acizilor nucleici din lizate celulare; Watterborg si
Mathews (/) realizeaza o descriere amanuntita a acestei metode.

Determinarea concentratiei acizilor nucleici
prin spectroscopie UV

Atat ADN-ul cat si ARN-ul absorb in UV, avand un maxim la
260 nm datorita bazelor azotate purinice si pirimidinice. Experimentele au
ardtat ca o valoare a absorbantei (A) citita la spectrofotometru la lungimea
de unda de 260 nm egald cu unitatea corespunde unei solutii care contine
aproximativ 50 pg/ml ADN dublu-catenar, 40 pg/ml ADN (ARN)
monocatenarsau33 pg/ml polinucleotide monocatenare (2).

Prin urmare, determinarea concentratiei acizilor nucleici s-ar putea
realiza direct prin masurarea absorbantei solutiilor la lungimea de unda de
260 nm si aplicarea directa a legii Lambert-Beer. Acizii nucleici nu sunt
insd singurii compusi care absorb la aceastd lungime de unda. Spectrul de
absorbtie a principalilor contaminanti (proteine si fenol) arata ca si acestia
absorb la lungimea de unda de 260 nm, prezentand, de asemenea, maxime
la 230 nm (fenolul si urea) (3) si 280 nm (proteinele). In cazul unei solutii
pure de ADN si ARN, raportul dintre valorile inregistrate la 260 nm si
280 nm se situeaza intre 1,8 si 2. Daca acest raport este mai mic decat 1,6
valoarea reprezinta o indicatie a contamindrii cu proteine iar daca este mai
mare decat 2 inseamna ca proba este contaminatd cu fenol, alcooli sau
nucleotide. In oricare din cele doui situatii metoda nu va furniza rezultate
precise.

Desi o simpla citire a absorbtiei la lungimea de unda de 260 nm ar
putea fi utilizatd pentru estimarea concentratiei unei solutii de ADN,
aceastd abordare este foarte sensibild la prezenta contaminantilor. Din
acest motiv se prefera masurarea concentratiei acizilor nucleici la mai
multe lungimi de unda. In practicd, cea mai folosita pereche de lungimi de
undaeste260-280 nm care furnizeaza informatii legate de contaminarea cu
proteine. Absorbanta solutiilor la 230 nm oferd indicatii legate de
contaminarea cu fenol, iar evaluarile la 325 nm indica prezenta unor
substante particulare.
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Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe capacitatea acizilor nucleici de a absorbi
radiatii UV. Solutia de analizat se dilueaza corespunzator in tampon si se
masoara absorbanta la 260 nm. Concentratia de ADN se calculeaza in
functie de tipul de proba, tindnd cont cd valoarea 1 corespunde unei
concentratii de 50 pg/ml ADN dublu-catenar, 40 pg/ml ADN (ARN)
monocatenar sau 33 ug/ml polinucleotide monocatenare.

Avantaje:

1. simplitate — nu sunt necesare decat un spectroforometru UV si
cuve din cuart;

2. costuri reduse — practic nu se utilizeaza nici un material consumabil;

nu se utilizeaza reactivi toxici si nu se genereaza deseuri toxice;

4. dupa determinarea concentratiei, proba se poate recupera si utiliza.

(98]

Limitari:
1. poate fi cuantificat numai ADN-ul purificat, lipsit de contaminanti;
2. pot fi cuantificate numai solufii concentrate, intervalul de detectie

fiind unul relativ Ingust, 1-50 pg/ml;

3. wvalorile inregistrate pot varia mult in functie de conditiile locale,
in principal de pH-ul si taria ionica a solutiei (4);

4. metoda nu poate face distintie intre ADN si ARN.

Materiale necesare:

1. solutie tampon TNE 10X — Tris baza 100 mM, NaCl 1 M, EDTA
10 mM, pH 7,4: 1,21 g TRIS baza, 0,371 g EDTA si 11,68 g NaCl
se dizolva in 75 ml apa distilata si se corecteaza pH-ul la 7,4 cu
HCI concentrat; se completeaza volumul la 100 ml cu apa distilata
si se pastreaza la temperatura camerei;
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2. solutie tampon TNE 1X — se prepara prin diluarea a 1 ml tampon
TNE 10X cu 9 ml apa distilata;

3. doud cuve pentru spectrofotometru, din cuart, imperecheate, cu
drumul optic de 1 cm; pot fi folosite cuve de diverse volume,
indicate sunt cele semi-micro (800 pl), deoarece permit utilizarea
unor volume mici (de pana la 400 pl);

4. spectrofotometru UV.

Mod de lucru:

1. se pipeteaza solutie tampon TNE 1X in cuva de spectofotometu si
se plaseaza in aparat;

2. se fixeaza lungimea de unda la 260 nm si se stabileste punctul de
zero al aparatului cu proba martor;

3. solutia de analizat se dilueazd in tampon TNE in asa fel incat
concentratia finald sa fie 1X (de exemplu, 100 pul TNE 10X, 500 pl
proba si 400 ul apa distilatd); este foarte important ca proba de
analizat sa fie masurata in aceeasi solutie ca si martorul;

4. proba de analizat in solutie TNE 1X se introduce in cuva
spectrofotometrului si se fac masuratori succesive la 280 nm, 260 nm
si 230 nm inainte de a trece la urmatoarea proba.

Cel mai frecvent aceastd determinare poate fi realizatd cu ajutorul
programelor specializate pentru analiza acizilor nucleici cu care sunt
dotate spectrofotometrele (Multi-wavelenght). Daca aparatul nu are
pre-setat un astfel de program, se modifica lungimea de unda dupa
fiecare masuratoare, verificaindu-se de fiecare data martorul;

5. se determind concentratia in acizi nucleici la 260 nm si se
calculeaza cu una din ecuatiile:

ADN pmeoll A
dublucatenar: ul 13,2x5

ADN  H8_ fise ..,
dublucatenar; ™l o

ADN puioll _ Aaep

monocatenar: ml ~ 10x5
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ADN HE _ Ayeo

monocatenar: ml o’ g7

ARN L TT -

monocatenar; ™l 0

Oligonucleoti  1,5Ny -+ 0, F1N- + 1, ZF, + 0, 845,
de:

unde: — S este marimea moleculei de ADN in kpb
— N reprezinta numarul de resturi de adenina
(A), citozina (C), guanina (G) si timina (T)
(Gallagher, 2007 (5)

7. Se estimeaza gradul de puritate al probei de acizi nucleici folosind
raportul A260/A280 si valorile A230 si A325; in general, raportul
A260/A280 trebuie sa se situeze 1n intervalul 1,8-2; valori mai mici
de 1,8 semnaleazd contaminare cu proteine, valori mai mari
semnaleaza contaminare cu fenol sau nucleotide libere; in Tabelul 7
sunt prezentate valori obisnuite ale unei probe de ADN pure.

TABEL 7.Valori ale absorbantei unei probe de ADN inalt purificat cu concentratia
25 Jg/ml in tampon TNE 1X

Lungime de unda Absorbanta Observatii
(nm)
325 0,01 Zgll(giminarr: a:u fencr)rl1 iju urezerrlnaleaZEi
280 0,28 _
260 0,56 _
230 0,3 valori mai mari indica prezenta materiei

particulate (proba este tulbure)
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V.2. Determinarea concentratiei acizilor nucleici
prin fluorimetrie

Utilizarea fluorimetriei pentru masurarea concentratiei solutiilor
de ADN a devenit din ce in ce mai populara datorita simplitatii si mai ales
compusi care au capacitatea de a se cupla cu moleculele de acizi nucleici:
bromura de etidiu (EtBr), colorantul HOECHST 33258 si colorantul
fluorescent ultrasensibil PicoGreen.

Metoda descrisa in continuare foloseste bromura de etidiu.
Principalul dezavantaj se referd la efectul cancerigen al bromurii de
etidiu, ceea ce face necesara inactivarea tuturor deseurilor rezultate. De
asemenea, metoda nu deceleaza intre ADN si ARN.

De-a lungul timpului au aparut diferite variante ale metodei cu
bromura de etidiu, cele mai cunoscute fiind cele ce folosesc electroforeza
in geluri de agaroza sau metoda mult simplificatd bazata pe utilizarea
foliei de plastic.

HOECHST 33258 este un fluorocrom care are afinitate mica
pentru ARN, motiv pentru care este specific pentru ADN. Compusul
poate fi folosit pentru determinarea concentratieit ADN-ului in extracte
brute sau in solutii purificate, cu o sensibilitate de 0,01-15 pg/ul (6).
Legarea HOECHST 33258 de ADN este dependenta de secventa de ADN,
manifestand afinitate pentru zonele bogate in AT. Mai multe detalii despre
aceastd metoda se pot gasi in colectia Current Protocols - Essential
Laboratory Techniques (6).

PicoGreen este un alt fluorocrom care se leagd de molecula de
ADN intr-o maniera independentad de secventa de ADN. Cu ajutorul lui se
pot detecta cantitdfi de pana la 25 pg/ml ADN dublu-catenar, ceea ce
inseamnd o sensibilitate de 400 ori mai mare decat in cazul HOECHST
33258. Desi nu existad indicatii referitoare la faptul ca acest compus este
toxic, el trebuie manipulat cu atentie, nefiind inca suficient testat cu
privire la gradul de toxicitate. O descriere mai in detaliu a avantajelor si
dejavantajelor utilizarii colorantului picogreen, alaturi de metodologia de
lucru, poate fi gasitd in manualul de lucrari de laborator editat de
Sambrook et al.(2).
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Determinarea concentratiei acizilor nucleici
Jolosind bromura de etidiu

Desi bromura de etidiu este frecvent folositd pentru evidentierea
acizilor nucleici in geluri, compusul poate fi utilizat si la determinarea
concentratiei acestor macromolecule in solutie (5). La baza metodei de
dozare sta acelasi principiu ca si in cazul protocolului de evidentiere a
ADN-ului pe geluri, care se referd la proprietatea bromurii de etidiu de a
se cupla cu moleculele de ADN sau ARN conducand la dezvoltarea unei
fluorescente pronuntate.

Pentru cuantificarea propriu-zisd este necesara realizarea unei
curbe de etalonare cu ajutorul unei solutii de ADN de concentratie
cunoscuta. Fluorescenta probelor dezvoltate in prezenta bromurii de etidiu
este apoi masuratd cu ajutorul unui fluorimetru, la lungimi de unda de
302 nmsau 546 nm pentru excitatie si 590 nm pentru emisie §i vor
reprezenta puncte pe curba de etalonare,

Avantaje:

1. metoda poate fi utilizata pentru solutii partial purificate de ADN si
ARN;

2. metoda are o sensibilitate 1-5 ng, mai mare decat metoda care
foloseste spectrometria UV (7);

3. metoda nu este influentatd de secventa moleculei (ADN sau ARN)
cum se intampla in cazul utilizérii fluorocromului HOECHST
33258 (6).

Limitari:

1. metoda nu poate decela intre ADN si ARN;
toxicitate mare a compusului utilizat pentru dozare, generare de
deseuri toxice care trebuie atent inactivate;

3. intensitatea coloratiei variaza in functie de tipul de acizi nucleici:
moleculele de ADN monocatenar si ARN-ul ribozomal dau un
semnal redus la jumatate fatd de ADN-ul dublucatenar, ADN-ul
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circular leagd mai putin EtBr decdt ADN-ul liniar; comentarii
detaliate privind parametrii care influenfeaza intensitatea
semnalului n aceastd metoda pot fi gasite in lucrarea scrisa de Le

Pecq (7).

Materiale necesare:

W

solutie tampon TNE 10X — TRIS baza 100 mM, EDTA 10 mM,
NaCl 1 M, pH 7,4 — 1,21 g TRIS baza, 0,371 g EDTA, 11,68 g
NaCl se dizolva in 75 ml apa distilata si se corecteaza pH-ul la 7,4
cu HCI concentrat; se completeaza la 100 ml cu apa distilata si se
pastreaza la temperatura camerei;

solutie stoc bromurd de etidiu 1 mg/ml — 100 mg bromura de
etidiu se dizolva in 100 ml apa distilata; solutia se pastreaza la
temperatura de 4°C, protejata de lumina;

Bromura de etidiu (EtBr) se intercaleaza intre catenele de
ADN si poate fi transformata de enzimele din ficat in
derivafi cu puternic efect mutagen §i posibil carcinogen
(15). La concentratii mari substanta are efect iritant pentru
ochi, piele si tractul respirator. Manipularea solutiilor si
obiectelor contaminate cu bromura de etidiu se realizeaza
numai cu manusi de protectie cu nitril. Solutiile si
materialele contaminate nu trebuie amestecate cu reziduuri
obisnuite deoarece necesita masuri speciale pentru
decontaminare.

solutie bromurd de etidiu de lucru — 10 ml solutie tampon TNE
10X se dilueaza cu 89,5 ml apa distilatd; solutia obtinutd se
filtreaza printr-un filtru cu porozitatea de de 0,45 pm si apoi se
adauga 0,5 ml solutie bromurd de etidiu 1 mg/ml; solutia se
pastreaza la temperatura de 4°C, protejata de lumina;

solutie standard ADN;

cuve pentru fluorimetrie.
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Mod de lucru:

1.

2 ml solutie bromurd de etidiu de lucru se pipeteazd in cuva
fluorimetrului si se fixeaza lungimile de unda pentru determinarea
excitatiei la 302 nm (cuva din cuart) sau 546 nm (cuva din sticla)
si emisiei la 590 nm; se stabileste zero pe aparat sau se citeste
cantitatea de lumind emisa, dupa caz;

se adaugd 2 ul solutie ADN standard in cuva din camera
fluorimetrului si se agitd fie prin pipetare, fie prin acoperirea cuvei
cu parafilm si rasturnarea ei; se citeste si se noteaza cantitatea de
lumind emisd la toate probele cu solutie standard, amestecand
solutia standard de fiecare data cu solutie de bromura de etidiu de
lucru proaspata;

probele de analizat se masoara in aceeasi maniera ca §i probele
standard notadndu-se extinctia; concentratia finald de bromurd de
etidiu in cuva de masurare este suficienta pentru determinarea unei
concentratii de ADN de pand la 1000 ng/ml; cresterea
concentratiei de bromura de etidiu la 10 pg/ml va mari spectrul de
aplicabilitate al metodei pana la 10 pg/ml ADN; in cei 2 ml solutie
bromura de etidiu de lucru se pot adduga pana la 10 pl solutie de
analizat;

concentratiile probelor necunoscute se determind cu ajutorul
curbei de etalonare.

Determinarea concentratiei acizilor

nucleicifolosind metoda cu folie din plastic

Aceasta metoda deriva din cea descrisa anterior, fiind insa mult

mai simpld si necesitand o dotare minima, putand fi realizatd in orice
laborator care are in dotare o lampa UV sau un transiluminator.

Proba de analizat este plasatd pe o folie din plastic sub forma unei

picaturi alaturi de o picatura de solutie standard. Peste ambele probe se
adauga aceeasi cantitate de bromura de etidiu si se apreciaza cantitatea de
ADN sub lumina ultravioleta.
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Avantaje:
1. simplitate deosebitd;
2. nu necesita aparatura speciala;

3. utilizeazd o cantitate minimd de reactivi §i in consecintd
reziduurile periculoase sunt relativ reduse;

4. 1n loc de solutie de bromurad de etidiu se poate folosi colorantul
SYBR Gold (6).

Limitari:

1. —nu se poate decela ADN de ARN;
2. —precizie micd, aprecierea concentratiei faicandu-se vizual.

Materiale necesare:

1. folie din plastic transparentd pentru UV;
2. transiluminator sau lampa UV;
3. solutie de ADN de concentratie cunoscuta;
4. solutie bromura de etidiu 2 pg/ml in tampon TE (TRIS-HCI
10 mM si EDTA 1 mM) pH 7,6.
Mod de lucru:

1. o bucata de folie din plastic transparentd se aseaza pe suprafata
transiluminatorului; daca se va folosi o lampa UV, folia se ageaza pe o
hartie de culoare neagra;

2. pe folia din plastic se pipeteaza 1-5 pl proba de analizat;

3. aldturi se pipeteaza, in ordine, volume egale dintr-o serie de solutii cu
concentratii cunoscute de ADN (0; 1; 2,5; 5; 10 si 20 pg/ml);

4. 1n fiecare picaturd se adaugd volume egale de bromura de etidiu de
concentratie 2 pg/ml si se agitd prin pipetari repetate sus-jos;
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5. spoturile obtinute se vizualizeaza sub lumind UV si se apreciaza
concentratia probei necunoscute in functie de intensitatea fluorescentei
comparativ cu probele standard.

Pentru acuratete, folia astfel pregatita poate fi fotografiata si concen-
tratia probei necunoscute poate fi estimatd cu ajutorul unui program de
densitometrare, precum programul Imagel (§).

Determinarea cantitatii de ADN pe geluri de
agaroza

Electroforeza pe geluri de agarozd a ADN-ului reprezinta nu doar
0 metoda eficientd de separare a ADN-ului, ci si o0 modalitate simpla de a
cuantifica cantitatea de ADN. Probele necunoscute se incarca intr-un gel
de agaroza alaturi de un set de probe standard, ce confin cantitati
cunoscute de ADN. Gelul este migrat in conditiile obisnuite pentru
electroforeza in geluri de agaroza descrise in capitolul VII — Separarea
electroforetica a ADN-ului, pagina 147. Dupa separarea electroforetica,
gelul este fotografiat, iar cantitatea de ADN din proba necunoscuta este
evaluata in functie de intensitatea benzilor rezultate in cazul probelor
standard.

Avantaje:

1. se realizeaza o separare netd prin electroforezd a ADN-ului de ARN,
eliminandu-se astfel interferenta acestuia din urma;

2. se pot cuantifica exact fragmentele de interes si nu cantitatea de ADN
totala ca in celelalte metode.

Limitari:

1. este o metoda mai laborioasd, care necesita utilizarea electroforezei in
geluri de agaroza;
2. limita de detectie este mai mica decat a metodei cu bromura de etidiu.
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Mod de lucru:

Proba de analizat se separd pe gel de agarozd impreuna cu probele
standard cu concentratii cunoscute de ADN, urmand protocolul descris in
capitolul capitolul VII — Separarea electroforetica a ADN-ului, pagina
147). La finalizarea migrarii propriu-zise, gelul se coloreaza (daca este
necesar) in vederea evidentierii fragmentelor de ADN, urmand unul din
protocoalele prezentate in subcapitolul VII.3 — Detectia ADN-ului in
geluri de agaroza, paginal 68, dupa care se fotografiaza. De pe fotografie
sau prin vizualizare directa se poate aprecia, prin comparatie cu probele
standard, cantitatea de ADN din proba de interes. Pentru acuratete
fotografia obtinutd poate fi utilizata pentru densitometrare cu ajutorul unei
aplicatii precum Image] (8), urmand pasii descrisi in cazul gelurilor de
poliacrilamida (subcapitolul X.3 — Detectia proteinelor separate prin
electroforeza pe geluri de poliacrilamida, pagina 257).
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VII. SEPARAREA
ELECTROFORETICA A 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, evidentierea si caracterizarea acestora. Rapiditatea metodei,
simplitatea aparaturii utilizate si nu in ultimul rand rezolutia deosebita au
facut ca electroforeza sd inlocuiasca tehnicile bazate pe ultracentrifugare
in gradient de sucrozad (zaharozd) inca din momentul descrierii primelor
protocoale de separare de catre Thorne (/) si de evidentiere a
fragmentelor de ADN de catre Aaij si Borst (2) si Sharp (3).

Suporturile pentru separarea si evidentierea ADN-ului (agaroza
sau poliacrilamida) pot fi utilizate intr-un numar foarte variat de sisteme
de separare care diferd prin dimensiunea porilor, amplasarea gelului,
prezenta diversilor aditivi in gel sau tamponul de separare utilizat.
Alegerea unui anumit sistem depinde, 1n principal, de dimensiunile
fragmentelor care urmeaza sa fie separate.

Poliacrilamida este deosebit de eficientd in separarea fragmentelor
de dimensiuni mici, 50 pb-500 pb (4). Rezolutia este foarte buna, putand
fi separate fragmente ce diferd in lungime doar printr-o pereche de baze
(5). Din acest motiv, gelurile de poliacrilamidd au fost intens utilizate
pentru reactii de secventiere manuald. Acest suport prezintd dezavantajul
ca este mai dificil de preparat si manipulat, iar fragmentele separate sunt
mai dificil de preluat din gel. Mai multe informatii legate de avantajele si
dezavantajele utilizarii gelurilor de poliacrilamida sunt prezentate in
excelentele manuale de laborator ale lui Sambrook (4) si Ausubel (6).

Utilizarea agarozei duce la micsorarea puternicad a rezolutiei,
avand Insa avantajul unui cost de exploatare mai mic si a simplitatii
deosebite in prepararea si manipularea gelului. Au fost descrise, de
asemenea, numeroase metode de extragere a fragmentului separat din
gelurile de agaroza pentru utilizare 1n alte aplicatii. Gelul de agaroza este
suportul cel mai frecvent utilizat pentru separarea fragmentelor de ADN.
Sistemul cel mai comun 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.
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Structura agarozei §i mecanismul de migrare al ADN-ului.

Agaroza este un poliglucid natural extras din alge marine, alcatuit
din unitati repetitive ale diglucidului agarobiozad. Agarobioza este
compusa dintr-un rest de D- galactoza si unul de L-3,6-anhidrogalactoza
legate B-1,4. Lanturile de agaroza formeza fibre spiralate care se agregad in
structuri supraspiralate cu diametrul de 20-30 nm. Sub forma de gel,
agaroza formeaza o retea tridimensionald cu pori avand diametrul cuprins
intre 50-200 nm (7), (8).

ADN-ul este un polimer puternic incarcat negativ care sub
influenta curentului electric se va deplasa catre polul pozitiv. Viteza de
migrare este invers proportionald cu dimensiunea fragmentelor si direct
proportionald cu tensiunea aplicatda (9). Porii gelului au un efect de sita,
astfel incat moleculele mici trec mult mai rapid prin porii gelului decat
moleculele mari.

Aceste relatii sunt valabile pana la o valoare limita a dimensiunilor
fragmentelor de ADN, dimensiune care este definitd de compozitia
gelului si de tensiunea campului electric aplicat (/0). Atunci cand se
depaseste aceasta valoare limita, efectul de filtrare al gelului dispare iar
fragmentele de ADN se orienteazd 1n sensul minimizarii rezistentei la
inaintare. Fragmentele se orienteaza in asa fel incit unul dintre capete
patrunde prin pori, restul moleculei urmandu-1 (/7). Pentru a descrie
comportarea ADN-ului in timpul electroforezei in geluri de agaroza au
fost dezvoltate diverse modele. Cel mai simplu model este cel in care
moleculele de ADN serpuiesc printre porii gelului (/2) (Figura 19). Si in
acest caz moleculele mici vor migra mai rapid decét cele mari, deoarece
cresterea dimensiunii moleculei duce la cresterea fortelor de frecare dintre
moleculd si gel. Pe langd intarzierea cauzatd 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 atdt de puternic incat elimina
complet serpuirea (4). 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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FIGURA 19. Migrarea prin serpuire si innodarea moleculelor de ADN (dupa Reece,
2004 (5)

Pentru a elimina acest dezavantaj al electroforezei clasice in geluri
de agaroza, Schwartz si Castor (/3) au introdus electroforeza in camp
pulsatoriu (engl.Pulsed Fieled Gel Electrophoresis, PFGE) care permitea
initial separarea unor fragmente cu dimensiuni de pand la
2000 kb. Imbunititirile aduse ulterior acestei tehnici au permis separarea
de fragmente mai mari de 6000 kb, domeniul de aplicabilitate al
electroforezei 1n geluri de agaroza largindu-se mult.

Oricare ar fi tipul de electroforeza utilizat, procesul de separare si
evidentiere a moleculelor de ADN consta in:

1. prepararea gelului si electroforeza propriu-zisa,

2. colorarea gelului in vederea evidentierii ADN-ului;

3. fotografierea gelului.
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VII. 1 Electroforeza clasica in geluri de agaroza

Mecanismul de separare a fragmentelor de ADN prin electroforeza
in geluri de agaroza a fost prezentat in introducerea acestui capitol. In
functie de conditiile specifice utilizate, se pot descrie 2 tipuri de
electroforeza in geluri de agaroza:

1. electroforeza nativa, cel mai frecvent utilizata, la care ne vom

referi In cele ce urmeaza;

2. electroforeza denaturantd, realizata la valori mari de pH,
descrisa pentru prima datd de McDonell et al., 1977 (14), este
utilizata pentru separarea in functie de dimensiunea catenelor
de ADN; mai multe detalii legate de aceastd metoda pot fi
gasite in manualul de laborator al lui Sambrook et al., 2001
4).

Indiferent de tipul de electroforeza utilizat, viteza de migrare a
fragmentelor de ADN depinde de o serie de factori, precum:
—dimensiunea si topologia moleculelor de ADN. Un exemplu ce
demonstreaza foarte bine acest lucru este comportamentul ADN-ului
plasmidial bacterian ce poate migra sub 3 forme (Figura 20):

1. atunci cand este puternic spiralizat, masa aparentd este
redusd astfel incat ADN-ul migreaza cu vitezd mare la
aplicarea unui curent electric;

2. dacd doar una dintre catene este clivati, molecula va
adopta o conformatie relaxata si de aceea viteza de migrare
va diminua mult;

3. dacd ambele catene sunt clivate, molecula se comporta
»hormal” si migreaza cu o viteza intermediara.

Dupa cum se poate observa si in Figura 20, moleculele circulare
migreaza diferit de cele liniare, din acest motiv masa molecularda a
plasmizilor circulari nu poate fi apreciatd prin comparare cu markeri de
masa alcatuiti din fragmente liniare.



Electroforeza ADN 151

=

=

&

ADN circular =2
o

(¢"]

2

ADN liniar 0

3

ADN
supraspiralizat

FIGURA 20. Influenta topologiei moleculei de ADN asupra separarii
electroforetice (dupa Reece, 2004) (5)

—concentratia si tipul agarozei — diversi producatori ofera tipuri variate
de agaroza, cu proprietati diferite in ceea ce priveste punctul de gelificare,
punctul de topire, lungimea lanturilor poliglucigdice, gradul de
contaminare cu alte poliglucide sau cu proteine; exista doud tipuri mari de
agaroza: agaroza standard $i agaroza cu temperaturd de topire scazutd
(engl. low-melting); o a treia clasa, care Incepe sd fie din ce in ce mai
mult utilizata prezinta proprietati intermediare.

O prezentare mai detaliatd a diverselor tipuri de agaroza este
realizatda de Sambrook et al, 2001 (4). In Tabelul 8 sunt prezentate
domeniile de utilizare pentru fiecare tip de agaroza.







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































