LABORATORUL Nr. 1 (525)
BIOLOGIE MOLECULARA (50 puncte)

INSTRUCTIUNI GENERALE

Daca sunteti pregatit pentru a merge in zona electroforetica ridicati in sus cartonasul verde.

Daca intdmpinati o dificultate pentru solutionarea careia aveti nevoie de asistenta unui supraveghetor,
ridicati cartonasul rosu.

Daca doriti sa mergeti la baie ridicati cartonasul albastru, in acest caz un asistent de laborator va va Insoti.
Veti realiza lucrarea fiind divizati in 2 grupuri, competitorii cu numerele 1-7 reprezinta primul grup,
competitorii cu numarul 8-14 reprezinta grupul nr.2. Schema de organizare a activitdtii in laborator este
prezentata 1n tabelul de mai jos:

Interval Grup | Activitate
de timp
0-5 min. 1+2 Instructaj general, verificarea prezentei materialelor indicate.
6-30 min. 1 Realizarea partii 2.
6-30 min. 2 Realizarea partii 1.
31-55 min. 1 Realizarea partii 1.
31-55 min. 2 Realizarea partii 2
55-60 min. 1+2 | Finalizarea activitatilor, pregitirea pentru deplasarea in urmatorul laborator.
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INSTRUCTIUNI DE OPERARE A PIPETEI DOZATOR

Reglarea volumului - Pentru a regla volumul adecvat, rotiti cadranul de reglare a volumului prezent
in partea de sus a micropipetei. Poate fi rotit la dreapta sau la stdnga pentru a micsora sau creste
volumul.

Misurarea volumului unui lichid - Inainte de a masura lichidul si de a-1 transfera asigurati-va ci ati
reglat volumul corect si cd ati cuplat un varf. Tinand pipeta vertical apdsati pistonul de sus pana la
prima oprire. Cufundati varful micropipetei in solutie la aproximativ 3 mm adancime in lichidul
esantionului. Eliberati incet presiunea de pe piston si lasati-1 sd ajungd in pozitia initiala. Lichidul va
incepe sa intre in varf. Urmariti solutia care este trasd in varf. Nu eliberati pistonul prea repede,
deoarece poate provoca formarea de bule in solutie si poate provoca, de asemenea, stropirea solutiei
pe axul nesteril. Retrageti varful din solutie. Lichidul va fi acum in varful micropipetei.

Nota: Cea mai grava si frecventd eroare este apdsarea pistonului pand la a doua oprire inainte de a
umple micropipeta. Evitati aceasta eroare.

Transferarea volumului unui lichid — Incarcati in varf lichidul, apoi introduceti vertical varful in
recipientul in care lichidul trebuie transferat. Nu distribuiti lichidul in aer. Apasati usor pistonul pana
la prima oprire, apoi faceti o pauza si dupa aceea, apdsati in continuare pistonul pana la a doua oprire.
Cea mai mare parte a continutului este eliberata la prima oprire, a doua oprire asigurd ca si ultima
picatura de lichid este eliberata. Scoateti varful vertical din recipient si readuceti pistonul in pozitia
initiald. Scoateti si aruncati varful in recipientul pentru deseuri folosind ejectorul de varf.



DETERMINAREA SPECTROFOTOMETRICA A PURITATII
SI CONCENTRATIEI ADN

Inainte de a folosi ADN-ul extras si purificat, in diverse manipuliri moleculare, este necesar si se verifice
puritatea si integritatea lui. Verificarea puritatii ADN se realizeaza de regula spectrofotometric, tinand cont de
urmatoarele considerente:

1. moleculele ADN (atat formele dublu-, cat si cele moncatenare) prezinta absorbanta maxima la lungimi

de unda ce variaza intre 257 si 260 nm;

2. absorbanta maxima pentru proteinele ramase eventual in extract este la A=280 nm;

3. exista si unele proteine care absorb radiatiile luminoase cu A=260 nm, dar contributia lor la absorbanta

totala a unui extract ADN la A=260 nm este echivalenta cu cea a absorbantei la A=300 nm

4. unele polizaharide absorb radiatiile luminoase cu A =230 nm

5. absorbanta la 220 nm este data de oligonucleotide ce reprezinta de obicei molecule de ADN fragmentat

in mod artificial in timpul tehnicilor de extractie si purificare;

6. in functie de valorile A260 si A280 se poate stabili gradul de contaminare proteica, astfel:

v raportul A260 / A280 optim este de 1.8-2.0
v’ daca acest raport este mai mic de 1.7, atunci contaminarea proteicad a extractului ADN este
semnificativa.

7. gradul de contaminare cu ARN este indicat de valori mai mari de 2.0 ale raportului A260/A280;

8. gradul de contaminare cu polizaharide se determina 1n functie de valoarea raportului A260 /A230, care

trebuie sa fie mai mare de 2. Daca obtinem valori mai mici de 2, acest lucru este o dovada a prezentei
polizaharidelor in extractul ADN.

Se constatd deci, cad pentru a aprecia gradul de puritate a unui extract ADN este necesard citirea
spectrofotometrica a valorilor absorbantei la mai multe lungimi de unda. In paralel, daci performantele tehnice
ale spectrofotometrului o permit, se recomanda si determinarea intregului spectru de absorbtie al probei, in
domeniul A =200 — 350 nm, pentru a putea astfel evidentia eventualii contaminanti.

Determinarea concentratiei de ADN:
Cea mai simpla metodd de determinare a concentratiei ADN dintr-un extract se bazeaza pe citirea
absorbantei la A = 260 nm. Astfel, se pot folosi urmatoarele formule:
A260 =1 corespunde la 50 pg ADN d.c. / ml
A260 =1 corespunde la 33 ug ADN m.c. / ml
A260 =1 corespunde la 40 ng ARN m.c. / ml
A260 =1 corespunde la 20 pg oligonucleotide / ml

N.B! Avand in vedere faptul ca in marea majoritate a cazurilor valoarea concentratieit ADN este
importantd pentru manipularile ulterioare ale acestuia, este absolut necesar ca nainte de determinarea
concentratiei sa se estimeze gradul de puritate al extractului, si respectiv, determinarea exactd a A260.



ESTIMAREA A PURITATII SI CONCENTRATIEI ADN PRIN ELECTROFOREZA

Este de asemenea recomandabil ca determinarea concentratiei ADN pe baza A260 sa fie corelata si cu
aspectul ADN 1in gelul de electroforeza. De asemenea atunci cand intregul volum al probei este foarte mic
astfel Incat nu permite citirea spectrofotometrica nici in cuve cu volum mic, cum ar fi cele de 50-100 pl.

Electroforeza in gel de agaroza este o metodd care permite de a separa o populatie mixta de
macromolecule precum ADN sau proteine intr-o matrice de agaroza, una dintre cele doud componente
principale ale agarului. Benzile sunt vizualizate datorita utilizarii compusilor fluorescenti intercalanti
(bromura de etidiu sau SYBR Green) prin iradiere cu lumina UV.

Atunci cand se doreste de a estima concentratia si calitatea ADN prin electroforeza se foloseste gelul
de agaroza. In gel se incarcd un volum mic de proba, iar alaturat se incarca un marker molecular de lungime,
(de exemplu, se pot folosi dilutii ale unei probe de ADN standard, comercializat, cu concentratie
cunoscutd). Concentratia probei este apoi apreciata In comparatie cu intensitatea spoturilor fluorescente
emise de solutiile cunoscute (se foloseste coloratic cu bromura de etidium). Aceasta metoda permite
detectarea unor cantitati extrem de mici de ADN (1-5 ng).

MATERIALE SI INSTRUMENTE NECESARE:
ADN total extras din bacterii (Eprubeta etichetata de la 1 la 13)
Loading Dye 6X, colorant de incércare a probelor pe gel (prezent la statia de lucru in hota chimica)
Suport pentru eprubete
Etichete autoadezive, 2 un.
Cariocad permanenta, 1 un.
Parafilm
pipetd dozator, (prezent la statia de lucru in hota chimica)
Virfuri pentru pipeta dozator, (prezente la statia de lucru in hota chimici)

LU ORS

Camera electroforeticad cu gelul de agaroza in ea,

MERSUL LUCRARII:
PARTEA |. Determinarea spectrofotometrica a puritatii si concentratiei ADN

1. Pentru a cerceta spectrofotometric o proba de ADN total extras din bacterii, de obicei, se ia 0 mica cantitate
din volumul total de ADN si se dilueaza.
2. Realizati sarcinile 1.1 - 1.4 din FOATA DE RASPUNSURI.

PARTEA Il. Estimarea a puritatii si concentratiei ADN prin electroforezi

3. Camera electroforetica a fost asamblatd de cétre asistentii de laborator. Pentru electroforeza va fi folosit
un gel de 1% agaroza. Solutia tampon utilizata este TAE 1X (Tris-Acetat-EDTA, 40mM Baza Tris, 20mM
acid acetic glacial, ImM EDTA). Godeurile in care urmeaza sa incarcati solutia de ADN colorata cu
Loading Dye, reprezinti spatiile libere din gelul de agarozi. In unul din godeuri deja este plasat
markerul de lungime, numit Ladder, sau pe gel deja vor exista plasate probele cercetate de catre alti
competitori.

4. Atunci cand doriti sa incarcati proba Dvs. pe gel ridicati cartonasul corespunzator pentru a solicita ajutorul
asistentului. Puteti realiza acest lucru doar in intervalul de timp indicat pentru grupul Dvs.

5. Pentru a incérca probele pe gel urmeaza sa parcurgeti urmatorii pasi:
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Fiind insotit de un asistent va apropiati la statia de lucru, avand cu sine proba de analizat plasata
in suport, hartia cerata (Parafilm) etichetatd cu numarul mesei la care lucrati si FOILE DE
RASPUNSURL

Solicitati asistentului sd va indice in care godeu sa incarcati proba dvs.

Setati pipeta la 1 pl. Imbracati un varf curat.

Pe hartia cerata aplicati 2 picaturi de colorant Loading Dye.

Aruncati varful in recipientul pentru deseuri.

Setati pipeta la 5 pl. Imbricati un varf curat

In una din picaturile de colorant, adaugati 5 pl solutie de ADN.

Fard a schimba varful setati pipeta la 6 pl. Colectati in varf tot amestecul Loading Dye + solutia
de ADN de pe hartia cerata.

Incircati probele pe gel asa cum este indicat in imaginea de mai jos. Tineti pipeta vertical.
Introduceti varful la 2 mm in godeu si apasati pe piston pana la prima oprire. Tindnd pistonul
apasat retrageti varful din godeu si din lichid. Relaxati pistonul. Aruncati virful.
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6. La finalizarea operatiei solicitati asistentul de laborator sa semneze la p. 1.5 in FOAIA DE
RASPUNSURL
7. Reveniti la locul de munci si realizati sarcinile din FOAIA DE RASPUNSURI.



