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Introducere

Spectrometrul este un instrument usor de utilizat, oferind rapid informatii despre proba care nu
necesita o pregatire laborioasa. Fiind accesibila atat din punctul de vedere al vitezei de obtinere a
unui rezultat cat si al dimensiunilor dispozitivului in sine, poate fi utilizata la scara larga pentru
determinarea diferitelor caracteristici ale substantelor observate pe un spectru. Spectrometria de

fluorescenta urmareste determinarea proprietatilor probei privind emisia in regiunea UV-Vis.

Obiectivul principal al lucrarii consta in determinarea proprietatilor ADN-ului dublu catenar prin
spectrometrie de fluorescentd. Pentru acest scop am urmarit detectarea si cuantificarea pH-ului si
concentratiei de ioni la care ADN-ul dublu catenar se denatureaza cu ajutorul spectroscopului de
fluorescenta. Astfel, am obtinut valorile pentru care ADN-ul analizat intr-o concentratie de ordinul
ng/uL devine mono-catenar. Rezultatul acestor observatii fiind propunerea unei metode simple cu

posibilitatea de a fi folosita pentru analiza rapida a starii ADN-ului in concentratii mici.
Capitolul 1 prezinta notiuni generale despre spectroscopia de fluorescenta si un scurt istoric.

Capitolul 2 este axat pe descrierea spectrometrului, a principiului de functionare a acestuia si pe
tipurile de spectrometre existente. In a doua parte sunt prezentate particularitatile sistemului

utilizat pentru aceasta lucrare (StellarNet).

Capitolul 3 se rezuma la informatii despre ADN, caracteristicile si rolul acestuia, cét si despre
proprietatile fluoroforului folosit (Sybr Green) si importanta sa in detectarea semnalului de la

probele de analizat.

Capitolul 4 descrie in detaliu materialele si metodele experimentale, incluzdnd procurarea
probelor, prepararea acestora, aparatura si tehnicile utilizate, parametrii de achizitie a spectrelor si

procesare a informatiilor folosite.

Capitolul 5 are scopul de a aduce la cunostiinta rezultatele obtinute in urma achizitionarii si

procesarii spectrelor din lucrarea de fata. Lucrarea se termind cu o analizi comparativa a

.....

acestei tehnici.
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Capitolul 1. Spectroscopia de fluorescenta

1.1. Notiuni introductive

Spectroscopia este ramura stiintei care se ocupa cu investigarea si masurarea spectrelor produse in
urma interactiunii materiei cu radiatia electromagnetica (absorbtie, emisie sau Tmprastiere de
radiatie electromagnetica). Principiul utilizeaza faptul ca proprietatile radiative ale substantelor

sunt corelate cu starea lor fizio-chimica [1].

Printre tipurile de spectroscopie, se numara si cea de fluorescenta, exploatandu-se astfel caracterul
fluorescent al unor substante. Fluorescenta este proprietatea optica a unor molecule de a emite
radiatie electromagnetica (fotoni de o anumitd lungime de undd) ca urmare a tranzitiei de
dezexcitare de pe un nivel electronic superior pe unul inferior, in urma absorbtiei de radiatie

electromagnetica Tn domeniul UV sau vizibil [2].
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Figura 1.1. Diagrama Jablonski [1]

Radiatia electromagnetica excitd molecula si induce trecerea pe un nivel excitat, iar emisia este
revenirea la nivelul fundamental. Pentru fenomenul de fluorescenta, diferenta in timp dintre aceste

etape este de ordinul nanosecundelor [2].

Lungimile de unda ale fotonilor emisi prin fluorescenta sunt situate la lungimi de unda mai mari
decét cele de absorbtie (Aapsorbit < Aemis), cauza fiind pierderea energiei prin relaxarea vibrationala
in starea excitatd. Fenomenul fiind probabilistic pentru energia fotonilor absorbiti (spectru de

excitare), la emisie vom primi fotoni cu diferite lungimi de unda (spectru de emisie).

Aceasta diferentd Intre maximul pozitiei benzii de absorbtie si maximul pozitiei
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fluorescentei se numeste deplasarea Stokes AA=Aem-Aex; fenomen care permite separarea si analiza

fotonilor emisi fatd de cei absorbiti prin filtrarea spectrald a semnalului; pas necesar datorita

randamentului de fluorescenta scazut [2].
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Figura 1.2. Deplasarea Stokes [2]

1.2. Scurt istoric al spectroscopiei si al fluorescentei
Termenul . spectru” a fost introdus de Isaac Newton in 1666 pentru a descrie faptul ca lumina alba,

provenita de la soare, poate fi descompusa intr-o serie continua de culori [3].

Spectroscopia joacd un rol important in stiinta analitica modernd cu aplicatii in arii foarte diferite
precum cercetare stiintifica, criminalistica, controlul calitatii produselor si astronomie.
Determinarea prezentei sau concentratiei elementelor din probe este o parte importanta a muncii
laboratoarelor de analizd. Spectroscopia a jucat, de asemenea, un rol crucial in dezvoltarea stiintei

moderne [3].

Printre primele obiecte supuse studiului spectroscopic a fost Soarele, si la inceputul secolului al
XIX-lea a fost stabilit ca spectrul curcubeului prezentat de Isaac Newton nu era continuu. Liniile
negre pe care acum le considerim de absorbtie, erau initial numite linii Fraunhofer, dupa
cercetatorul german care le-a localizat sistematic cu noua sa inventie — spectrometrul. Studiile sale
au dus la descoperirea ca fiecare element are o linie spectrala sau o serie de linii spectrale care i

permite sa fie unic identificat [1].
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Figura 1.3. Reprezentarea grafica a liniilor Fraunhofer [1]

Tn 1817 J. Fraunhofer a denumit cele mai intense linii solare de absorbtie de la A la H, iar Tn 1859
G. Kirchoff si W. Bunsen au sustinut pentru prima data ca elementele au atat spectre de absorbtie

cat si spectre de emisie caracteristice [4].

Figura 1.4. Linii spectrale de emisie (a) si de absorbtie (b) [5]

La jumatatea secolului al 19-lea, G. G. Stokes a studiat extensiv poprietdtile a ceea ce astdzi numim
fluorescenta si cum diferd lumina incidentd de cea fluorescenta. El si-a prezentat descoperirea in
fata Societdtii Regale din Londra in 1852. Studiile sale au fost realizate pe probe organice (chinind)
si anorganice (cristalul de fluorit) identificind un fenomen comun pe care, initial, 1-a numit reflexie
dispersiva: lungimea de unda a luminii dispersate era intotdeauna mai mare decét cea a luminii
originale. Unul dintre experimentele lui Stokes a fost formarea spectrului solar cu ajutorul unei
prisme. Cand misca un tub cu solutie de chinina prin partea vizibila a spectrului, nu se intampla
nimic, solutia riménea transparenta. In momentul cnd trecea de portiunea violet a spectrului, care
este corespunzatoare regiunii cu radiatie ultraviolet, solutia avea o stralucire albastuie. De la acest
tip de experiment realizat pe numeroase substante, Stokes a concluzionat cd lumina dispersata are
intotdeauna lungimea de undd mai mare decat cea incidentd. Mai tarziu, aceasta constatare a
devenit ,,.Legea lui Stokes”. De asemenea, in lucrarea pe care a scris-o, a notat ¢a nu 1i place
termenul folosit pentru fenomenul observat, de dispersie interna sau reflexie dispersiva. Astfel, a
preferat sd utilizeze un cuvant nou, derivat de la fluorit — analog termenului opalescenta derivat de

la opal — adica fluorescenta [6].

Dupa peste 50 de ani, in 1905, E. Nichols si E. Merrit, au inregistrat primul spectru de fluorescenta

la un colorant [5].
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1.3. Fluorescenta
In urma absorbtiei radiatiei din domeniul UV-Vis, moleculele sunt excitate electronic.

Dezexcitarea electronica a unei molecule se poate realiza:

- radiativ: o parte din energia absorbita de molecula este eliberata sub forma de radiatie

electromagnetica;

- neradiativ: energia absorbita de molecula se transforma in alte forme de energie [5].
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Figura 1.5. Dezexcitarea unei molecule, incadrate cu verde fenomenele radiative si cu rosu cele neradiative [5]

Fotoluminiscenta este emisia de fotoni ce apare in urma dezexcitarii electronice si poate fi:
- fluorescenta (starea excitata este o stare de singlet, adica spinii celor doi electroni sunt paraleli);

- fosforescenta (starea excitatd este o stare de triplet, adica spinii celor doi electroni sunt

antiparaleli);
- fluorescenta intarziata (starea excitata electronic este o stare de singlet) [5].

Fluorescenta presupune emisie de fotoni ca rezultat al absorbtiei de radiatie din domeniul UV-Vis

si apare dupa un timp foarte scurt de la absorbtie [5].

Durata proceselor implicate este foarte mica: aproximativ 10™° s absorbtia, 102 s conversia

interna si relaxarea vibrationals, iar fluorescenta propriu-zisa dupa 10 s de la excitare [3].

Nivelurile implicate in procesul de fluorescenta sunt nivelele vibrationale ale primului nivel

electronic excitat (S1) si cele vibrationale ale nivelului electronic fundamental (SO) [5].

Emisia de fluorescenta se initiaza totdeauna de pe nivelul vibrational fundamental al primei stari

excitate electronic (S1, v = 0) de singlet (Figura 1.6.C) [5].
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Fazele procesului de fluorescenta se impart in trei, dupa cum urmeaza:

a) Faza | reprezentata de absorbtia sau excitarea electronica (figura 1.6.A);
b) Fazaa ll-a reprezentata de relaxarea vibrationala si/sau conversia interna (figura 1.6.B);

c) Fazaa lll-a corespunde momentului de emisie fluorescenta (figura 1.6.C) [5].
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Figura 1.6. Faze proces fluorescentda: A. Absorbtie, B. Relaxare si conversie internd, C. Emisie fluorescenta [5]
Dintre caracteristicile fluorescentei amintim:

a) deplasarea Stokes care reprezintd diferenta dintre maximul de emisie fluorescenta si
maximul de absorbtie al unei substante (mai mare sau egal cu zero) [5];

b) timpul de viata sau de fluorescenta (t) este timpul in care electronul raméne in starea
excitatd si este timpul necesar pentru ca numarul de molecule excitate sa ajunga la 1/e din
valoarea initiala (t de ordinul ns) [5];

c) randamentul de fluorescenta (®) este raportul dintre numarul de fotoni emisi si cei
absorbiti, indicand eficienta unui fluorofor de a converti lumina absorbitd in emisie

fluorescenta [5].
Dintre tehnicile de fluorescenta le mentionam pe urmatoarele:

a) steady-state fluorescence: se pastreaza fixa lungimea de unda a radiatiei emise si se
inregistreaza lungimea de unda a radiatiei excitatoare, obtindndu-se spectrul de excitatie
sau se mentine lungimea de unda de excitatie si se inregistreaza cea de emisie, rezultand

spectrul de emisie (ca in cazul masuratorilor din aceasta lucrare);

b) time-resolved fluorescence: determinarea timpului de viata al moleculei in starea excitata.

10
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1.4. Fluoroforii

R. Meyer in 1897 a folosit termenul ,,fluorophore” pentru a descrie gruparile chimice ce pot fi

asociate cu fluorescenta - analog cuvantului ,,chromophore”. Acestia prezinta un spectru de

absorbtie (in care sunt excitati) si unul de emisie [5].

[ O Reset « £ Setings ~ A Export ‘ ‘ " Exit full screen

Figura 1.7. Spectre de fluorescenta Sybr Green (absorbtie si emisie) [7]

Un fluorofor (sau fluorocrom, similar cu cromofor) este un compus chimic fluorescent care poate
reemite lumind dupd excitatie. Fluoroforii contin, de obicei, numeroase grupuri aromatice

combinate sau molecule planare sau ciclice cu multe legaturi « [8].

Fluoroforii sunt utilizati singuri sau ca trasori 1n fluide sau drept coloranti pentru a creste contrastul
anumitor structuri, ca substrat pentru enzime sau ca indicator (cand fluorescenta este afectata de
elemente exterioare ca polarizarea sau ionizarea). Mai general, ei sunt legati covalent de o
macromolecula cu scopul de a servi ca markeri (colorant, eticheta sau reporter) pentru agenti
bioactivi (anticorpi, peptide, acizi nucleici). Fluoroforii sunt cel mai des utilizati pentru a colora
tesuturi, celule sau materiale intr-o varietate de metode analitice, ca de exemplu imagistica prin

fluorescenta si spectroscopia [8].

Fluoresceina, prin gruparea amino-reactiva izotiocianat derivata din izotiocianatul de fluoresceina
(FITC), a fost unul dintre cei mai populari fluorofori. De la etichetarea anticorpilor, aplicatiile s-
au Indreptat spre acizii nucleici multumita carboxifluoresceinei (FAM). Alti fluorofori comuni din
punct de vedere istoric sunt derivati ai rodaminei (TRITC), cumarin si cianina. Noile generatii de
fluorofori sunt mai fotostabile, mai luminoase si/sau mai putin sensibile la pH decat cele

traditionale, cu excitare si emisie comparabile [8].

Majoritatea fluoroforilor sunt molecule organice mici de 20-100 atomi (200-1000 Dalton), dar
existd si fluorofori naturali mult mai mari care sunt proteine, de exemplu proteina verde

fluorescenta (green fluorescent protein - GFP) are 27 kDa [9].

In ultimii ani, modificarile genetice facute asupra proteinelor fluorescente extrase din surse variate,

au dus la denumirea lor corespunzatoare culorii fructului la care semanau emisiile precum mCherry

11
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sau mBanana (figura 1.8) [9]. Tn 2020, fluoroforul cu cele mai mici dimensiuni era 3-

hidroxiizonicotinaldehida, un compus cu 14 atomi si avand o marime de doar 123 Da [9].
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Figura 1.8. Culori proteine fluorescente [9]

In lucrarea de fatia am folosit Sybr Green ca fluorofor pentru a observa ADN-ul dublu catenar;

informatii pe care le-am detaliat in capitolul 3.

12
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Capitolul 2. Sistemul StellarNet

2.1. Notiuni introductive despre spectrometru

Spectrometrul este un instrument care separa si masoara componentele unei probe, determinand
variatia caracteristicilor fizice (frecventele nucleare de rezonanta, raportul masa-sarcind sau
absorbtia si emisia luminii) ale acesteia intr-un anumit interval. Existd mai multe tipuri de
spectrometre, iar dintre acestea le amintim pe cele mai des folosite: spectrometrul de rezonanta

magnetica nucleara, spectrometrul de masa si spectrometrul optic [10].

Un spectrometru este alcatuit din 5 componente principale: sursa de lumina, fanta de intrare, grilaj,

detector si suport pentru proba.

Q12

Light slit Mirror

Source
Diffraction )
Grating Mirror
-
: -—_—
Software Detector Sample

Figura 2.1. Schemad a principiului de functionare a spectrometrului [10]

Lumina de la sursd patrunde prin fanta de intrare, iar marimea acesteia determind cantitatea de
lumina care poate fi masurata de instrumentul in sine. De asemenea, marimea fantei influenteaza
rezolutia optica a spectrometrului, astfel cu cat este mai mica fanta, cu atat este mai buna rezolutia

(se separa lungimile de unda apropiate) [10].

Raza devine divergenta dupa ce trece prin fanta si reflectand aceasta raza divergenta pe o oglinda,
raza este colimata. Aceasta este ulterior directionata spre grilajul/grila de difractie care actioneaza

ca un element dispersiv si descompune lumina in lungimile de unda din care este compusa [10].

Un monocromator foloseste fenomenul de dispersie optica intr-0 prisma sau difractia produsa de
gridul de difractie pentru a selecta o lungime de undi specificd a luminii. In spectrometrele

traditionale, prismele erau folosite pentru dispersia luminii [10].

13
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Dupa descoperirea gridului de difractie, acesta a devenit cel mai folosit monocromator in

spectrometrele modern, avand mai multe avantaje decat prisma. Ambele dispozitive sunt capabile

sa descompuna lumina in culori, dar gridul de difractie imprastie culorile cu un unghi mai mare

decat prisma. De asemenea, prismele prezinta o dispersie mai buna in spectrul UV, spre deosebire

de gridul de difractie care ofera o dispersie buna si constanta pentru spectrele UV, VIS si IR [10].

Odata ce lumina loveste gridul de difractie, fiecare lungime de unda este reflectatd la un unghi
diferit. Raza devine divergenta din nou dupa ce este reflectatd de pe grid, apoi ajunge la a doua

oglinda pentru a fi focalizata si directionata spre detector [10].

Cele mai comune tipuri de oglinzi sunt de obicei plane si sferice. Oglinzile sferice pot fi concave

sau convexe. Cele mai utilizate intr-un spectrometru sunt oglinzile sferice concave [10].

Detectorul captureaza spectrul luminos si masoara intensitatea luminii in functie de lungimea de

unda. Aceste date sunt apoi digitalizate si sunt transpuse de un software intr-un grafic [10].

Exista o varietate de detectori care sunt utilizati in diferite spectrometre, dar cei mai des utilizati
detectori sunt tuburile fotomultiplicatoare (photomultiplier tube — PMT), fotodiodele, camerele
CCD (charge-coupled device), analizatoarele multi-canal (multi-channel analyser — MCA) [10].

Sursele de lumina gasite in spectrometre sunt fabricate din tungsten halogen, deuteriu, arcuri de

xenon, led-uri sau laseri [10].

Probele de obicei sunt lichide, dar si gazele sau solidele pot fi testate. Substantele de analizat se

pun intr-o cuva transparenta [10].

Materialul folosit pentru producerea cuvelor depinde de intervalul spectral pe care il acopera
spectrometrul. Sticla de cuart este folositd adesea intrucat este transparenta de la regiunile UV

pana la cele IR [10].

Cele mai multe interfete spectrometru-computer se realizeaza prin USB, RS-232 sau Ethernet, dar

exista si sisteme mai noi care transfera datele wireless, folosind Wi-Fi sau Bluetooth [10].

Majoritatea companiilor care produc instrumentul, produc si un software compatibil cu
spectrometrul. De exemplu, spectrometrele de la StellarNet vin cu software-ul SpectraWiz,

dezvoltat de catre producator [10].

Spectrometrele optice pot fi clasificate in doua moduri: dupa lungimea de unda folosita sau dupa

proprietatile interactiunii luminii.

l. Dupa lungimea de unda

a) Spectroscopia ultraviolet (UV):

14
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b)

b)

ului dublu catenar observata prin fluorescenta

- foloseste lumind UV din intervalul 200 - 400 nm pentru a masura ce cantitate de lumina
a absorbit sau reflectat proba si a determina concentratiile elementelor din proba [10].

Spectroscopia vizibila (VIS):

- functioneazad in mod similar cu cea UV, dar utilizeaza lumina din domeniul vizibil al
radiatiei electromagnetice, cu lungimi de unda intre 400 si 700 nm, cu scopul de a
identifica compusi care nu interactioneaza cu lumina UV [10].

Spectroscopia infrarosie (IR):

- spectrul IR, cuprins intre 700 nm si 1000 nm, poate fi divizat in 3 subintervale —
apropiat, mediu si indepartat — fata de spectrul vizibil [10].

Dupa interactiune

Spectrometrie de absorbtie:

- dupa cum sugereaza numele, spectroscopia de absorbtie mdsoara absorbtia radiatiei
unei surse de catre o proba, in functie de lungimea de unda sau frecventa (figura 2.1);

- spectroscopia de absorbtie este folosita pentru a determina prezenta compusilor in
probe si masurarea concentratiei lor; spectroscopiile UV, VIS si IR functioneaza pe
acest principiu [10].

Spectrometrie de reflectanta:

- aceasta tehnica masoara cantitatea de lumina reflectata sau imprastiata de proba [10].

Spectrometrie de transmisie:

- se referd la masurarea cantitatii de lumina care trece neschimbata prin proba [10].

Spectrometrie de fluorescenta (figura 2.2.):

LED Source
Sample Cell Chamber

Sample

Emitted Photon Signal

Emission

Monochromator

Figura 2.2. Spectrometrul de fluorescenya (stanga) si schema sa (dreapta) [10]
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precum la spectrometria UV, electronii din proba devin excitati in urma absorbtiei
luminii si trec de pe nivelul de bazd pe unul superior cu numeroase niveluri
vibrationale;

electronii excitati revin la nivelul de baza prin emisie de fotoni, proces cunoscut ca
fluorescenta;

cum electronii pot reveni la nivelul de baza pe oricare nivel vibrational, lumina emisa
de fotoni va avea energii diferite, variind astfel intensitétile si lungimile de unda;
reprezintd, asadar, masurarea fluorescentei de la probd; de obicei se folosesc surse de
lumina din spectrul UV sau VIS pentru a excita moleculele;

se masoara diferite caracteristici ale fluorescentei precum intensitatea si distributia
lungimii de unda a radiatiei emise; din spectrul de emisie se observa ce lungimi de unda
sunt emise de proba;

instrumentele care masoara fluorescenta sunt cunoscute sub denumirea de fluorimetre;
acestea folosesc de obicei laseri sau LED-uri ca surse de lumina si fotodiode ca
detectori;

metoda este folositd in domenii precum medicina, biochimia. Aplicatiile includ
diagnosticarea cancerului din tesuturi umane, detectarea impuritatilor sau identificarea
sl masurarea concentratiei substantelor, detectarea bacteriilor, virusurilor si parazitilor

care produc infectii [10].

2.2. Componentele aparatului

2

BLACK-Comet

Power

Cuvette Holder
i w/ sample

'.% _

- o Light Source

Figura 2.3. Schema bloc a spectrometrului tip StellarNet [11]
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Componentele de baza ale spectrometrului StellarNet includ (figura 2.3.):

a)

b)

c)

d)

spectrometrul propriu-zis BLACK-Comet care este principalul component al sistemului
si este preconfigurat cu un randament optic crescut si o fantd larga de intrare, un detector
ultra-sensibil si pentru niveluri de detectie joase, de la 200 nm la 1100 nm. Gridul concav
pe care il are BLACK-Comet este singurul element din designul gridului optic, reducand
astfel numarul de suprafete din calea luminii, deci cantitatea de luminad imprastiata scade
semnificativ (0.02% la 435 nm si 0.2% la 200 nm). Gridul de difractie prezinta corectii ale
aberatiilor oferind o lungime de banda cu rezolutie uniforma si forme spectrale clare [12];
sursa de lumina SL1-LED care prezintd un con in care se afla un LED. Acestea se pot
schimba fara nicio modificare a cablurilor de legatura, doar se scoate unul si se introduce
cel dorit. Sursa vine cu un kit de 6 LED-uri din spectrul UV si VIS (390, 470, 502, 590,
660 nm si unul cu lumina albd). Fiecare LED poate fi folosit pentru a induce fluorescenta
n probe, alegéndu-se cel cu lungimea de unda optima corespunzatoare [13];

suportul din fibra opticdi CUV-F pentru cuva prezintd doud lentile colimatoare pentru
masurarea fluorescentei produsa de sursa de lumina (SL1-LED) [14];

cabluri de fibra optica R600-8-UVVIS-SR folosite pentru lungimi de unda din spectrul
UV si VIS formate din 8 fibre optice legate intr-o colectie de fibre de aproximativ 1600
um. Pentru fluorescenta, cele 7 fibre exterioare sunt luminate de o sursd de lumina (SL1-
LED) si fibra interioara este cea de citire, care colecteaza emisia scazuta de lumina si duce
semnalul Tnapoi la spectrometru [14];

software-ul SpectraWiz instalat pe un computer pentru masuratori precise ale lungimilor
de undd In urma emisiei, reflectantei, transmisiei, absorbtiei luminii. Pe langa
spectroscopia in timp real, software-ul are si aplicatii pentru spectroradiometrie si

spectrocolorimetrie [15].
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Capitolul 3. Acidul dezoxiribonucleic (ADN)

3.1. Notiuni generale
ADN-ul (acidul dezoxiribonucleic) este 0 molecula care contine instructiunile biologice care fac

fiecare specie unica [16].

A fost pentru prima datd descoperit in 1869, dar rolul sau in mostenirea geneticd nu a fost
demonstrat. In 1953 James Watson si Francis Crick, ajutati fiind de munca biofizicienilor Rosalind
Franklin si Maurice Wilkins, au determinat structura ADN-ului, o spirala alcatuitd din doud catene
de ADN infasurate una n jurul celeilalte. Aceastd descoperire a condus la progrese semnificative

in intelegerea replicarii si controlului ereditatii in mediile celulare [17].

Tn organismele eucariote, ADN-ul se afla intr-o zona speciala a celulei numita nucleu. Intrucat
celula este foarte mica si organismele au o multime de molecule de ADN per celuld, fiecare
moleculd de ADN trebuie sa fie strans impachetata. Aceasta impachetare a ADN-ului se numeste

cromozom [16].

In timpul replicarii ADN-ului, acesta se desface pentru a putea fi copiat. Si in alte faze ale ciclului
celular, ADN-ul este neimpachetat pentru ca instructiunile pe care le contine sa poata fi folosite
pentru fabricarea de proteine si pentru alte procese biologice. In timpul diviziunii celulare, ADN-

ul este in cea mai compacta forma cromozomiala pentru a facilita transferul spre noile celule [16].

Setul complet al unui organism de ADN nuclear se numeste genom. Genomul uman este format

din aproximativ 3 miliarde de baze si 20000 de gene pe cele 23 de perechi de cromozomi [16].

Fiecare catend a unei molecule de ADN este formata dintr-un lant lung de monomeri de nucleotide.
Nucleotidele sunt formate dintr-o molecula de dezoxiriboza la care se ataseaza o grupare fosfat si
una din cele 4 baze azotate: doud purine (adenina si guanind) si doua pirimidine (citozina si timina)

[17]

Bazele azotate de pe cele doua catene pereche de ADN se completeaza conform regulilor lui
Chargaft, purina cu pirimidina (A cu T, G cu C) si sunt mentinute impreund de legaturi slabe de

hidrogen (duble intre A si T, triple intre G si C) (figura 3.1).

Fosfatul unui nucleotid este legat covalent (o legatura in care una sau mai multe perechi de
electroni sunt Impartite de doi atomi) la glucidul urmatoarei nucleotide. Legaturile de hidrogen
dintre fosfati determind torsiunea ADN-ului. Bazele azotate sunt situate spre interior pe scara si

formeaza perechi cu baze pe cealalta parte, ca niste trepte [17].
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DNA - Deoxyribonucleic Acid NHGRI FACT SHEETS

genome.gov

Nasoral Huran Genomo

Figura 3.1. Reprezentare schematica ADN si legdturi de hidrogen [16]

3.2. Caracteristici si proprietati

Structura dublu catenara a moleculei de ADN 1{i permite sa se replice fidel prin separarea celor
doua catene, urmata de sinteza noilor catene complementare In concordantd cu secventa originala
a catenelor matrita [18].

Structura genelor din genomul uman, precum si factorii determinanti ai expresiei genice sunt
specificati in ADN-ul celor 46 de cromozomi umani din nucleul celulei somatice plus ADN-ul
cromozomului mitocondrial. Fiecare cromozom uman este alcatuit dintr-o singurd molecula de
ADN dublu catenara, continuad; fiecarui cromozom ii corespunde o moleculd dublu catenard, lunga,
astfel ca genomul nuclear are 46 de molecule de ADN liniare totalizand peste 6 miliarde de perechi
de nucleotide [18].

Cromozomii nu sunt formati numai din ADN-ul dublu catenar. in interiorul fiecirei celule,
genomul este organizat in cromatind, in care ADN-ul genomic se asociaza cu proteine specializate
din clase diferite. Exceptand perioada diviziunii celulare, cromatina este dsitribuita in tot spatiul
nuclear prezentand un aspect relativ omogen la microscop. Atunci cand celula se divide, genomul
sau condensat este vizibil microscopic sub forma cromozomilor. Prin urmare, cromozomii sunt
vizibili ca structuri distincte doar in timpul diviziunii celulare, dar isi pastreaza integritatea si intre

diviziunile celulare (figura 3.2) [18].
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~-30 nm

Each loop
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~100-200 kb
of DNA

Portion of an
interphase Histone
chromosome octamer

Figura 3.2. Nivelurile de organizare ale cromatinei Tn cromozom [18]

Informatia geneticd este continutd in ADN-ul cromozomilor din nucleul celular. Totusi, sinteza
proteinelor, procesul prin care informatiile din genom sunt folosite pentru a determina functiile
celulare, are loc 1n citoplasma. Aceastd compartimentare arata faptul ca organismul uman este de
tip eucariot. Celulele umane au nucleu, separat de citoplasma prin membrana nucleara, iar nucleul

celulelor contine genomul uman [18].

3.3. Structurile biomoleculare

Structura biomolecularad reprezinta gradul de Tmpachetare intrinsecd, forma tridimensionald pe
care o ia molecula de proteine, ADN sau acid ribonucleic (ARN) si care este importantd pentru
functia acesteia. Structura acestor molecule poate fi consideratd pentru oricare scard de lungimi,
de la atomi individuali la relatiile dintre subunitatile unei intregi proteine [19].

Structura primara a unui biopolimer este specificarea exactd a compozitiei sale atomice si a
legdturilor chimice care conecteaza acesti atomi. Pentru un biopolimer obisnuit neramificat, fara
crosslink (precum o moleculd a unei proteine intercelulare tipice sau una de ADN sau ARN),
structura primara este echivalentd cu specificarea secventei subunitdtilor monomerice, a
aminoacizilor sau a nucleotidelor. Secventa de acizi nucleici se referd la secventa exacta a

nucleotidelor care includ intreaga molecula [19].

Structura secundara a acizilor nucleici sunt interactiunile perechilor de baze intr-un singur polimer
de acid nucleic sau dintre doi polimeri. Poate fi reprezentata ca o lista de baze care sunt perechi
intr-o molecula de acid nucleic. Structura secundara a ADN-ului si a ARN-ului sunt putin diferite:
ADN-ul biologic exista sub forma dublu catenara a perechilor de baze in majoritatea timpului, spre
deosebire de ARN care prezinta o singura catend. Din alt punct de vedere, structura secundara este
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considerata vitala in design-ul structurilor acizilor nucleici pentru nanotehnologia ADN si analiza

computerizata a ADN-ului din moment ce pattern-ul perechilor de baze determind structura

moleculei [20].

Structura tertiard este reprezentatd de forma tridimensionald a polimerului de acid nucleic.
Moleculele de ADN si ARN sunt capabile de diverse functii, de la recunoasterea moleculara la

cataliza. Aceste functii necesita o structura tertiara tridimensionala precisa [21].

Cu alte cuvinte, rasucirea structurii secundare (bidimensionale) a ADN-ului conduce la formarea

structurii tertiare (tridimensionale).

Forma de dublu helix este o parte importanta a structurii tertiare a moleculelor de acid nucleic care
este in stransa legatura cu cea secundara. Helixul dublu al acidului nucleic este un polimer spiral,
de obicei rasucit spre dreapta, care contine doud catene de nucleotide perechi. O singura rasucire
a helixului consta din aproximativ zece nucleotide si prezintd o depresiune majora (major groove)
si una minora (minor groove). Depresiunea majora este mai larga si, de aceea, proteine ca cele
implicate in transcriptie se leaga aici [20].

In ceea ce priveste fluoroforul (Sybr Green) folosit pentru a marca ADN-ul dublu catenar in

lucrarea de fata, acesta se leaga de depresiunea minora.

Structura cuaternara a acizilor nucleici se refera la interactiunile dintre molecule separate de acizi
nucleici sau dintre acestea si proteine. Structura cuaternara are impact asupra functiei. De exemplu,
cand ADN-ul este impachetat sub forma de cromatina, o structura cuaternara, transcriptia genica

este inhibata [22].
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Figura 3.3. Cele patru tipuri de structuri biomoleculare [23]

3.4. Denaturarea

Procesul prin care ADN-ul dublu catenar (ADNdc) devine monocatenar (ADNmc) folosind agenti

chimici sau fizici se numeste denaturare (figura 3.4). Un agent de denaturare rupe legéturile de

hidrogen dintre cele doua catene si blocheaza renaturarea temporar sau permanent. Este de

subliniat faptul ca legaturile fosfodiesterice dintre nucleotidele adiacente nu sunt afectate de

denaturare. Forma naturala si stabilda a ADN-ului uman este dublu catenara [24].

Double stranded DNA

DNA denaturation
agent

3 e L WA il K
D @ 3 AR &g v 25y

Two single- stranded DNA

Figura 3.4. ADNdc si ADNmc [25]
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Cand vorbim despre sinteza in vivo, in timpul replicarii, este nevoie de o singura catena de ADN

pentru a initia procesul de citire a informatiei de pe lantul ADN-ului. La fel se intampla si in cazul

proceselor in vitro precum PCR (polymerase chain reaction), secventiere a ADN-ului,

electroforeza in gel de agaroza sau microarray [24].

Agentii fizici de denaturare sunt: caldura, radiatia UV, presiunea inalta sau ultrasunetele [24].
Agentii chimici de denaturare sunt: acizii, bazele, metalele grele, sarurile de uree, guanina si
detergentii bazati pe aceasta, NaOH-ul, propilenul glicol [24].

3.5. Marcarea cu Sybr Green
Sybr Green (SG) este un fluorofor asimteric de cianina folosit pentru acizii nucleici in biologia

moleculara si are formula chimicd C32Hz7N4S* (figura 3.5) [26].

Sybr Green este folosit pentru analiza cantitativa a ADN-ului dublu catenar. Acesta se leaga de
depresiunea minord a ADN-ului dc si are maximul de excitare la 498 nm, iar cel de emisie

fluorescenta la 521 nm (figura 3.6) [27].

Figura 3.5. Structura chimica Sybr Green [26]

300

///\ /\\
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Fluorescence intensity (RFU)

450 460 470 480 450 500 510 520 530 540 550
- SG + DNA free SG

Wavelength (nm)

Figura 3.6. Spectrul de excitatie si emisie a Sybr Green 1.0X liber (mov deschis) si in prezenta a 50 ng/mL de ADNdc
de somon (mov inchis) [28]
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Principalul avantaj pe care il prezintd acest fluorofor este concentratia mica de ADNdc de care
este nevoie pentru a obtine semnal. Astfel limita cea mai joasd de detectie necesitd doar doua
picograme de ADNdc per masuratoare. De asemenea, si Sybr Green-ul este diluat pana cand este

detectabil, in intervalul de 1:8000 — 1:10000 in solutia finala [29].
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Capitolul 4. Materiale si metode

4.1. Procurarea probelor

Pentru realizarea experimentelor, am procurat ADN genomic de soarece (Novagen Material
Number 69239-3) de la compania Merck. ADN-ul provenea din sangele unor soareci sanatosi.
Pentru conservare, cele 100 pg au fost tinute la frigider, intr-o solutie de TE Buffer (10 mM Tris-

HCI pH 8.0, 1 mM EDTA).

TE Buffer este format din Tris, buffer care mentine pH-ul setat la 8, si EDTA care cheleaza cationii
si are rolul de a solubiliza ADN-ul si de a-I proteja de degradare.

De asemenea, pentru observarea semnalului de la ADN-ul dublu catenar la spectrometru, am
folosit Sybr Green | de la Thermo Scientific (Invitrogen Catalog Number - S-7567), pastrat in TE
Buffer (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA).

Pentru a determina pH-ul unor probe, am utilizat hartie indicatoare MilliporeSigma colorpHast cu

un interval de masurare a pH-ului intre 0 si 14.

Solutiile pe care le-am folosit pentru denaturarea ADN-ului au fost HNOs 68%, NaOH 1%,

Ca(NOs)2 si NaCl, pe care le-am diluat ulterior.

Pentru masuratorile la spectrometru, am folosit flacoane/cuve Avantor VWR de sticla purd de 1

mL, 40x8 mm. Am optat pentru cuve Tnguste.

4.2. Pregatirea probelor
Am incercat mai multe valori ale concentratiilor si ale volumelor celor doud substante pana am

obtinut reteta cea mai eficientd conforma cu protocolul de pregatire a solutiei de Sybr Green cu
ADNdc [31].

Am utilizat volume de la 25uL ADN cu 300uL SG 1% pana am ajuns la 5uL, iar volumul de SG
l-am scazut, treptat, pana la 100pL. De asemenea, am redus timpul de integrare de la 5000ms la
1000ms. Astfel, prima proba masurata avea parametrii: 25u. ADN 10ng/pL, 300pL SG 1% si
500uL apa.

Am folosit o pipeta de laborator pentru a dilua SG-ul de concentratie 10%; am extras 100pL din

acesta si am adaugat peste 900uL de TE Buffer, rezultand SG 1%.

Proba de control avea urmatoarea compozitie: SuL. ADN 10ng/pL (diluat in TE Buffer), 100uL
SG (1%) si 300uL apa.
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Control

1:5ulADN

2:100u SG

; 3:300 ul H20

FEEEEEEEEE

Figura 4.1. Schema pregitire probd control

Masurand pH-ul probei de control cu hartia indicatoare, am obtinut o valoare de 7.

Figura 4.2. Proba in spectrometru, neacoperitd, inainte de masurare, iluminat cu LED

Am identificat trei etape in care am urmarit influenta pH-ului si a concentratiei de ioni:

A) influenta pH-ului:
A.1)) in mediu acid, cu HNO3
Am folosit o pipeta de laborator pentru a adauga la proba de control 1uL HNO3 68%, cu
un pH intre 1 s1 2.
Neobtinand niciun semnal de la SG, am diluat HNOz3-ul de la 68% la 34%, adaugand 1pL
de acid in 200uL de apa si formand o solutie cu pH-ul 2. Din aceasta solutie am luat, pe
rand, cate SuL si i-am adaugat peste solutia de control (figura 4.3.). M-am oprit cand nu
am mai obtinut semnal de la SG (pasul 5), moment in care volumul de HNO3 34% adaugat

era de 20pL, iar pH-ul probei era 3.
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Proba
1: +Control
r >
i 2 : +501 HNO3 1
; >,
3 : +5ul HNO3 ’I
E 4 : +5ul HNO3 bI
5 : +5ul HNO3 ’I

Figura 4.3. Schema pregatire proba pH acid

A.2.) in mediu bazic, cu NaOH

Am luat, pe rand, cate SpL de NaOH 1% si i-am adaugat peste solutia de control (figura
4.4.). Tn momentul Tn care nu am mai observat semnal de la SG (pasul 6), aveam un volum
adaugat de 25uL de NaOH 1%, iar pH-ul probei era 12.

Proba

1 : +Control

— v
fe

: +5ul NaOH

3 : +5ul NaOH IbI
4 : +5ul NaOH bI
5 : +5ul NaOH PI
i 6 : +5ul NaOH b:]:

e

Figura 4.4. Schema pregatire proba pH bazic

Am verificat si o solutie de SuL ADN, 100uL SG si 300uL ser fiziologic (NaCl 9 %o) si, dupa cum

era de asteptat, am obtinut semnalul specific de fluorescenta al Sybr Green-ului.

B) influenta ionilor de Ca:
Dupa ce am pregatit o solutie de Ca(NO3)2 1M din 0.82g Ca(NOz3). si SmL apa; am pipetat
300uL din aceasta peste cei SuL. ADN si 100uL SG, neavand semnal de la SG.
27



Lugojanu Maria Influenta pH-ului si a concentratiei de ioni asupra ADN-

C)

ului dublu catenar observata prin fluorescenta

Am luat 40pL de Ca(NOgz)2 IM si am pipetat in 360uL apa, formand o solutie cu
concentratia de 0.1M. Am pregdtit din nou SuL. ADN si 100uL. SG peste care am adaugat
300uL Ca(NOs3)2 0.1M (figura 4.5.).

Am repetat pana cand am obtinut semnal de la SG, la o concentratie de 0.01M (pasul 6).

Am efectuat masuritori pani la o concentratie de 10M.

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4 Proba 5

1: +Control
2:+1M Ca(NO3)2

! 3 : +Control
1 4:+0.1M Ca(NO3)2

5 : +Control

6:+0.01M Ca(NO3)2

7 : +Control
8:+0.001M Ca(NO3)2

9 : +Control

10 : +0.0001M Ca(NO3)2 |

Figura 4.5. Schema pregitire proba cu Ca(NOs);

influenta ionilor de CI:

Dupa ce am pregatit o solutie de NaCl 1M din 0.29g NaCl si 5SmL apa; am pipetat 300uL
din aceasta peste cei SuLL. ADN si 100uL SG, neavand semnal de la SG.

Am luat 40uL de NaCl 1M si am pipetat in 360puL apa, formand o solutie cu concentratia
de 0.1M. Am pregatit din nou SuL. ADN si 100uL SG peste care am adaugat 300uL NaCl
0.1M (figura 4.6.).

Am repetat pana cand am obtinut semnal de la SG, la o concentratie de 0.1M (pasul 4).

Am efectuat masuritori pand la o concentratie de 10™*M.
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Probal Proba 2 Proba 3 Proba 4 Proba5
1: +Control
2 :+1M NaCl
3 : +Control
4:+0.1M NaCl
5 : +Control
6:+0.01M NaCl
7 : +Control

8 : +0.001M NaCl

9 : +Control

10 : +0.0001M NaCl I

Figura 4.6. Schema pregatire proba cu NaCl

4.3. Parametrii de achizitionare a datelor
Dupa ce am instalat software-ul SpectraWiz pe laptop, am conectat spectrometrul printr-un cablu
USB, proba era iluminata sub un unghi de 90 de grade fiindca trebuie separat semnalul de emisie

de cel de excitatie.

LED Source

Sample Cell Chamber

Emitted Photon Signal

Emission

Monochromator

Figura 4.7. Schema setup folosit [30]

Am pozitionat recipientul in cuva, am acoperit-o si am Inchis luminile din incapere. Am pornit
sursa de lumina cu LED-ul de 470 nm. Pe monitor a aparut un spectru cu un peak semnificativ la
470 de nm (cel dat de sursa) si un fundal de o intensitate scazuta din cauza zgomotului. Am salvat

acest spectru, pe care ulterior I-am folosit ca spectru de referinta. Pe abscisa se afla lungimea de
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unda in nanometri, iar pe ordonata intensitatea (figura 4.8.). Informatiile se salveaza cu extensia

SSM (SCOPE mode file) intr-un fisier text care ulterior poate fi plotat in orice soft.
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Figura 4.8. Spectru referinta sursa

Timpul de integrare reprezintd perioada de timp in care detectorul primeste fotoni de la proba
nainte de a-i transforma in semnal. Se alege o valoare (intre 1 si 1000ms) a timpului de integrare
astfel incat spectrul sa nu fie saturat, dar cat de aproape posibil de 65000 de numarari pe axa Oy.

Daca o portiune a spectrului este in afara graficului, se reduce timpul de integrare [31].

Se tine cont de faptul ca afisajul In timp real este actualizat dupa ce numarul de spectre a fost
achizitionat. Aceastd optiune permite o uniformizare pe axa Y, crescand efectiv raportul semnal-
zgomot al sistemului prin radacina patrata a numarului de scanari a cararor medie se face. Se
seteazd numarul mediu de scandri la cel mai mare numar unde este suficient semnal luminos si

timpul de integrare este scurt [32].

Din meniu, de la "’Setup’’, am selectat timpul de integrare al detectorului si numarul mediu de
scanari. Pentru masuritorile efectuate am ales un timp de integrare de 1000 ms. In ceea ce priveste

numarul de scanari, am considerat ca doud scanari ar fi optime.

Dupa setarea parametrilor, pe ecran am obtinut instant un grafic (figura 4.9.) de pe care puteam
citi coordonatele peak-ului fie apasand click-dreapta pe spectru, fie mutand cursorul pe acesta si
citindu-le in bara de jos, de sub grafic.
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Figura 4.9. Reprezentare spectru Tn SpectraWiz [31]

Probele au fost analizate la spectrometrul StellarNet Black-Comet, folosind o sursa LED cu

lungimea de unda 470 nm. Am utilizat aceasta sursa deoarece era cea mai potrivita pentru excitarea

SG-ului care are un maxim la 498 nm (figura 1.7.).

Masuratorile au fost repetate de 3 ori pentru fiecare proba.

4.4. Procesarea datelor

Dupa achizitionarea spectrelor, le-am salvat si le-am plotat intr-un soft specializat pentru grafice.

Am importat fisierul text cu valorile spectrale in M

una a lungimilor de unda si cealalta a intensitatilor,

agicPlot, s-a creat un tabel cu doua coloane,

iar din acesta am obtinut graficul.

Pe axa orizontala se gasesc lungimile de unda, iar pe cea verticala intensitatile (figura 4.10.).
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Figura 4.10. Grafic spectral: A. Spectru sursa de excitare, B.
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Folosind soft-ul Quasar Orange am procesat datele si spectrele (figura 4.11.).
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Figura 4.11. Workflow din Quasar

Dupa importarea datelor dintr-un fisier Excel, in faza de preprocesare a spectrelor, am folosit
urmatoarele optiuni (figura 4.12.):

a) ,,Cut” pentru a pastra din intervalul lungimilor de unda, doar segmentul in care se gaseau
peak-urile de interes;

b) ,, Baseline Correction” pentru a avea pe axa intensitatilor valorile de la zero;

C) ,,Normalize Spectra” pentru a normaliza valorile; am selectat ,, Area Normalization” si
., Peak from 0" pentru a obtine toate peak-urile de la LED in aproximativ acelasi punct,
deoarece sursa de excitatie era constanta;

d) ,, Gaussian smoothing” pentru a reduce zgomotul; am setat valoarea deviatiei standard

(SD) la 5 considerand-o suficienta pentru a-si indeplini scopul, dar nu prea mare incat sa
pierdem din informatie.
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Dupa efectuarea pasilor mentionati, am vizualizat pe un grafic, toate spectrele masurate, in
functie de un parametru evidentiat (colorat) (figura 4.13.). De exemplu, in figura de mai jos, am
ales ca parametru pH-ul acid si neutru (1, 3, 7) si avem cele trei culori corespunzatoare (albastru,
rosu, verde) — din coltul din dreapta sus — reprezentate grafic. Linia intensa contine valoarea
medie a celor 3 spectre masurate si este incadrata o zona mai deschisa, cu intervalul pe care s-a
facut media. Tn imagine se vede numai varianta la pH 7. La pH-urile 1 si 3 varianta este atat de

mica Incat nu se vede.
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Figura 4.13. Spectre masurate, colorat pentru pH acid si neutru, valoarea medie (culoare inchisa)

Folosind soft-ul SciDAVis, am facut graficele intensitatii in functie de concentratia de ioni sau

de pH; rezultatele sunt prezentate in capitolul urmator.
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Capitolul 5. Rezultate si discutii

5.1. Rezultate

Masuratorile efectuate pe diferite probe se desfasurau intre cele doua situatii prezentate in figura
5.1. Rezultatele se traduceau prin prezenta (peak-ul albastru de pe grafic, la 521 nm) sau absenta
semnalului de la SG. Cu alte cuvinte, daca aveam semnal, SG-ul era legat de ADNdc, iar daca

lipsea semnalul, ADN-ul era mono-catenar, deci denaturat.

8000
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.
=
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I
=~

2000 RPN " L

A (nm)
Figura 5.1. Spectru neprocesat: semnal de la SG legat de ADNdc (albastru), semnal de la LED (rosu)

Din informatiile obtinute in urma procesarii spectrelor (baseline correction, normalizare si
netezire) in Quasar, am extras un tabel cu valorile intensitatiilor pentru peak-urile de 521 nm
(emisia SG-ului, figura 1.7.). Cu valorile date, am facut grafice in functie de pH si de concentratia

de ioni pentru a vedea dependenta semnalului de acesti parametri.

Intrucat am efectuat 3 masurdtori pentru ficare probd, am luat valoarea medie a intensitatii in

tabelele de mai jos.

a) Influenta pH

Am ales din totalitatea spectrelor obtinute, patru imagini exemplare pentru probele analizate:
spectrele pentru control la pH =7 (figura 5.2.a.), spectrele la pH = 1 (figura 5.2.b.), spectre la pH
= 3 (figura 5.2.c.) si spectre la pH = 12 (figura 5.2.d.).
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Tabel 5.1. Tabel pH si intensitate medie

pH Intensitatea medie x102 S.D. x10?
(a.u.)
1 4.64 0.7
3 5.29 0.81
7 20.2 4.74
12 8.41 11
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Dupa cum se observa in figura de mai sus, pentru valori de pH 1 si 3 respectiv 12, ADN-ul se
denatureaza, intensitatea semnalului de la SG fiind scazutd. De asemenea, se poate conclude ca
acidul afecteaza la variatii de concentratii mai mici catena dubla, valoriile nefiind echidistante fata

de situatia control, pH=7.

b) Influenti concentratie de ioni

Am ales din totalitatea spectrelor obtinute, valorile medii (linii mai intense) pentru concentratiile
de Ca(NOs3)2 dupa cum urmeaza (figura 5.5.): 1M, 0.1M, 0.01M, 0.001M, respectiv 0.0001M. Se
observa un raspuns neliniar a disparitiei peak-ului in functie de concentratia utilizata (figura 5.7).

Am procedat similar pentru NaCl (figura 5.6).
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Figura 5.5. Spectre in functie de concentratia de Ca(NQOs)2
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Tabel 5.2. Tabel concentratie de ioni si intensitate medie

Concentratie ioni | Intensitate medie SD. x102NaCl “gg?:liéi t)i Tl%c_izie S.D. x107
(M) NaCl x10 (a.u.) (au) Ca(NOs).
1 1.08 0.06 131 0.04
0.1 21.35 0.9 3.27 0.1
0.01 22.33 0.7 28.13 0.18
0.001 23.84 1.2 37.78 0.29
0.0001 26.47 0.7 37.31 0.27

Scara abscisei din graficul de mai jos este logaritmicd deoarece concentratiile folosite au fost puteri
(negative) ale lui 10. In urma fitdrii rezultatelor obtinute in programul SciDavis, am obtinut
urmatoarele ecuatii: ecuatie liniard cu a = -0.322 si b = 0.24 pentru NaCl, respectiv o ecuatie

exponentiali de tip y = 0.381 * e ~%31** pentru Ca(NOs)2 (figura 5.7.).
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stnga fit liniar pt NaCl (linia verde) si dreapta fit exponential pt Ca(NO3), (curba rosie)
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In ceea ce priveste concentratia de ioni, acestia afecteazi in mod diferit catena dubla. Urmarind

graficul de mai sus, se constata ca de la proba in care am adaugat Ca(NO3)2 nu este semnal pana

la o concentratie de 0.01 M, iar de la cea cu NaCl doar pana la 0.1 M (tabel 5.2.). Un motiv pe care

I-am luat in considerare este competitivitatea SG cu Ca?* de legare de ADN-ul dc pe care il

stabilizeaza; de unde si lipsa mai lunga de semnal de la SG in proba cu Ca(NO3)a.

5.2. Interpretarea rezultatelor

A fost demonstrat ca in prezenta ADN-ului dublu catenar chiar in concentratii scazute, fluorescenta
SG-ului creste semnificativ, adica sensibilitatea este sub 10pg/mL. Aceasta proprietate face SG-ul
potrivit pentru aplicatii in biologia moleculara precum detectia ADN-ului in analiza PCR sau

urmarirea dinamicii digestiei enzimatice a ADN-ului sau marcarea cromozomilor [33].

In studiul de fatd am observat aseminarea spectrelor obtinute cu cele descrise in literatura de
specialitate. Tn articolul lui B. Bruijns et al. [28] s-au folosit 50ng/puL ADN de somon. S-a constatat
o crestere a intensitatii semnalului de la SG-ul legat de ADNdc de aproximativ 6 ori. In
experimentul realizat, am folosit 10ng/uL ADN de soarece, iar cresterea pe care am observat-0 in
emisia SG-ului legat de ADNdc a fost de 4 — 7 ori, ceea ce ne confirma ca datele obtinute sunt in

conformitate cu literatura.

Tn studiile anterioare s-a raportat un interval de pH intre 3 si 9 in care ADN-ul este stabil. Daci
pH-ul devine mai acid sau mai alcalin, moleculele de ADN sunt denaturate [34]. In lucrarea de
fatd, intervalul pe care 1-am obtinut pentru care ADN-ul era stabil este 3 — 12, iar pH-ul optim pe
care l-am observat este 7 urmarind marimea peak-ului de la 521 nm, unde markerul SybrGreen are

emisie maxima.

Un alt aspect pe care |-am obtinut in urma masuratorilor este ca in momentul in care introducem
calciu in solutia control, apare competitivitate intre acesta si SG de legare la ADN-ul dc. Tntrucét
ADN-ul are o afinitate crescuta pentru Ca [35], face mai dificila legarea SG-ului. Din aceasta cauza
observam o tendinta diferita intre solutia cu Ca(NOz3)2 si NaCl (figura 5.7.). Pentru Ca(NO3)2 am
obtinut o dependenta exponentiald a semnalului fatd de concentratie, iar pentru NaCl dependenta

era liniara.

In ceea ce priveste perspectivele, aceastd metoda este fezabild pentru a seta conditii de masurare
de fluorescentd a emisiei Sybr Greenului pentru diferite tipuri de ADNdc, In concentratii foarte

mici.
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Concluzii

Incepand cu Miescher, continuand cu Watson si Crick si atingand apogeul cu Proiectul Genomul
Uman, lumea a fost preocupata sa giseasca si sa inteleaga ce sta la baza fiintelor, ce le face unice
si ce le diferentiaza. Astdzi, avem inca nenumarate intrebari, dar si raspunsuri pe care cu greu le-
ar fi intuit cineva. Din aceastd fascinatie pentru geneticd am inceput si eu lucrarea de mai sus. Am
raspuns la intrebarile pe care le aveam, dar am descoperit altele. Plecand de la ideea simpla —
fundamentala pentru acest studiu — ca fluoroforul Sybr Green se leaga doar de ADN-ul dublu
catenar, am putut observa denaturarea prin spectrofluorimetrie. Bazat pe cuantificarea semnalului
fluorescent de la SG, am obtinut pentru valori ale pH-ului intre 3 si 12 respectiv ale concentratiilor
de Ca(NOs3)2 de sub 0.01M si NaCl de sub 0.1M, ca ADN-ul este inca dublu catenar, adica viabil
din punct de vedere fiziologic. Am observat pentru Ca(NOz)2 o dependentd exponentialda a

semnalului fatd de concentratie, iar pentru NaCl dependenta era liniara.

Am adaptat concentratiile si volumele de substante folosite pornind de la articole si protocoale
anterioare. Astfel, am folosit cantitidti minime de ADN si SG pentru analiza, ajungand la valori de
ordinul 5pL pentru ADN (10ng/pL) si 100uL pentru SG (1%). Atat din punctul de vedere al
costurilor, cat si al timpului necesar (cateva minute pentru pregatirea probei si 5-10 secunde pentru
masurare), metoda de fatd este una eficientd. Un alt avantaj este ca efectuarea masuratorilor sau

pregatirea probelor pot fi insusite intr-un timp redus.

Un neajuns al experimentului de fata este ca probele nu au fost masurate in aceaasi pozitie, intrucét
schimbarea ionilor si astfel modificarea parametrilor probei necesita repozitionarea in
spectrometru. O Tmbundtatire a metodei poate veni exact din acest punct de vedere: adaptarea
ansamblului experimental astfel incit procesul sd aibd parametrii de masurd constanti pe tot

parcursul, inclusiv la schimbarea pH-ului sau a concentratiilor.

In concluzie, studiul de fata si-a atins scopul initial — de cuantificare a pH-ului si concentratiei de
ioni asupra ADN-ului dublu catenar cu spectrofluorimetrul — deschizand astfel drumul spre

imbunatatirea si adaptarea metodei prezentate.

Doresc sa le multumesc dlui. conf. dr. Zoltan Balint si drei. drd. Stefania [ancu care m-au sprijinit

si ghidat cu rabdare si competenta pe tot parcursul acestui studiu.
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