ANEXA |I. Compartimentul de genomica functionala

Asa cum a fost conceput pala aceasta etapnucleul de cercetare moleculatin
cadrul Platformei repreziatun centru interdisciplinar de cercetare fundamé&ntadomeniul
acizilor nucleici, genomicii funonale cu aplicgi clinice si terapeutice. In cadrul
compartimentului de genondicfunaionakh au fost elaborateprin imbinarea resurselor
preexistente in Laboratorul de ImunologieGeneti@ cu aparatura ultramodermecesar
achiztionat in 2006si 2007, dod circuite “sens unic” de biologie molecudade manipulare
a acizilor nucleici (ADN/ARN), conform normelasi cerintelor internaionale in vigoare.
Aspectul esemml si primordial al necesitii circuitelor este evitarea contarmim si a
degradrii acizilor nucleici, fenomene de altfel curentgractic imposibil de evitat in abgen
unor condii drastice de manipulare:

- Un circuit inchis pentru manipularea ADN (circweitragie-amplificare-electroforeiz
lectuia-conservare), in scopul esiti contamiririi reaaiilor PCR sau a probelor de ADN
destinate colati.

- Un circuit paralel pentru unica manipulare a ARircuit extragie-amplificare-
electrofore-lectua -retrotranscriere---circuit ADN), Tn scopul congétii unei zone de
laborator Rnase free” lipsita de contamina si de Rnazele omniprezente. O astfel deazon
necesii practic acelea echipamente ca cele ale circuitului ADN, drde folosina rezervai
doar manipulrilor ARN.

Compartimentul de genoniicfungionak este situat Tn incinta Laboratorului de
Imunologie si Genetid@, aflandu-se sub responsabilitatea d-lui asistenvewsitar Lucian
Neguti. Compartimentul de genoniicfuncaionak este structurat in 4 zone distincte cu
echipamente proprii, cu acti&it separate dar interdependente (vezi anexa 1 — Gaimentu
de genomig functionalk) :

1. Zona de stocare reactivipreparare mix PCR

2. Zona de extrae / amplificare

a) Zona de extrae

b) Zona de cuantificare a acizilor nucleici
c) Zona de definitivare a amestecului PCR
d) Zona de amplificare

3. Zona de electroforéZ hibridizare

4. Zona de secvépre / Real-Time PCR / Interpretare




Circuitul de biologie/medicihmoleculai este algtuit din 4 zone/ali distincte,

independentsi izolate, dug cum urmeaz :

ZONA 1 : STOCARE REACTIVI/ PREPARARE MIX PCR

Sala nr.1 este cea de stocare la rece (-20°C d€&C)+a reactivilor necesari

amplificarilor PCR, in frti alicote :

primeri

enzime (polimeraze, proteinaze, DNaze, kinazeatagt)
soluii buffer (tampon) asociate enzimelor

saruri de Mg, Na, K

mixuri de nucleotidgi nucleotide modificate

ap nuclease-free

ATENTIE ! IN ACEASTA SALA NU SE RASTREAZA SI NU SE INTRODUC PROBE

ADN'!

Toti acesti reactivi sunt gantionai in alicote numerotatg etichetate, necesare fiecare

uneia sau mai multor regic dupa caz. Rezervele mari de reactivi fiind criostoqa89°C) in

sala ,de frig”, sala nr.1 va cane gantioanele tuturor reactivilor necesari pentru litstizea

proiectelor/utilizatorilor, timp de captimari. Zona de stocare are un dublu rol protector :

A) Evitarea contamirii reactivilor cu reziduuri ADN/ARN, contaminarescr anihila

orice rezultat de amplificare PCR. In sala nr.lvaui prezent nici o suré de ADN.
Accesul in sal se face printr-o singaiusa frontak. Zona nu comunicdirect cu lile
de culturi celulare sau de primire probe. Acceasutdna nr. 1 va fi strict limitat, atat
ca nuniar de persoane, céitca frecveim de inttri/iesiri.

B) Evitarea degrattii reactivilor termosensibili (primeri, enzime)iprcicluri repetate de

dezgheare/inghere. Fiecare utilizator va dispune de propriiftipalicote ce vor fi

supuse la un nuin cat mai mic de varia termice (maxim 10).

Din aceste motive, zona nr. 1 se va afla permas@ntresponsabilitatea unei persoane

competente in manipularea/supravegherea reactiRliesponsabilul reactivi are uftoarele

sarcini :



- Receppionarea, diregonareasi stocarea reactivilor ;

- Esantionaregi etichetarea tuturor stocurilor de reactivi ;

- Realizarea unui flux permanent intre camera @g §i camera ,reactivi” ;

- Verificareasi Thnoirea gptaimanaf a pirtilor alicote. Responsabilul reactiyi persoanele
delegate de acesta sunt singurii care efeciy@zondiii de sterilitate maxiri, operaiile de

esantionare/alicotare. Un set de pipete automate destinat exclusiv acestor opgra

Zona nr.1 este o zande protege maxini, sterii, nuclease-free. Accesul se face
obligatoriu in halat + @nusi. Stocarea se va face in dooombine frigider/freezer, una
destinai reactivilor necesari amplificilor ADN, cealalt pentru reactivii ARN (Reverse-
Transcription PCR). Primerji enzimele vor fi stocate in sertare separate.

Totoda#i, zona nr.1 trebuieadfie accesibi tuturor utilizatorilor de amplificare PCR,
n scopul pregtirii amestecurilor de resie, EXCLUSIV ADN. Cu acordul responsabilului
reactivi, fiecare utilizatorsi va predti probele de amplificare la o masle lucru steril
nuclease-free. Sunt necesare @astfel de mese de lucru, figeia fiindu-i atribuif un set
distinct de pipete automate. Astfel in zona nr.X peea acces simultan maximum 2

utilizatori.

Echipamente necesare in zona nr.1 :
- Combira frigider / freezer X 2
- Masi lucru biologie molecularX 2
- Centrifugi de mas cu facire X 2
- Agitator vortex X 2
- Baie de apde mas cu agitare
- Baie uscat cu agitare
- Set pipete automate X 3
- Alte ustensile comune de laborator (giiid....)

- Etajere, dulapuri...



ZONA 2 : EXTRACTIE / AMPLIFICARE

Zona nr.2, invecinatcu sala reactivilor, este sala in care probelet guimite,
procesatai amplificate. In aceasisak sosesc, in scopul extra ADN/ARN :
- probele de sange periferic, din exteriorul labanato
- probele celulare/tisulare din camera de cultunleeé sau din camera de criostocare
- amestecuri de amplificare provenite din zona nr.1

- geluri electroforez din zona nr.3, in scopul purifigi ADN din gel.

ATENTIE ! COMUNICAREA ZONEI NR.2 CU SALA REACTIVILOR (1) SE FACE
OBLIGATORIU INTR-UN SINGUR SENS, DE LA 1 SPRE 2 S| NICIODAT A
INVERS. Astfel, reactivii din 1 pot ajunge in 2, dar nici reziduu ADN nu se va intoarce in
sala reactivilor.
Comunicarea intre zoneles23 se face in ambele sensuri.

Zona nr. 2 este formatdin 4 poziii distincte, putand primi simultan maxim 5
utilizatori :
a) Zona de extragie — separditla mijloc Tn 2 frti pentru extraga ADN si ARN. Cele doé
operaii necesiti obligatoriu seturi de pipetg consumabile distincte, juitatea ARN fiind
RN-ase free. Extrai@ acizilor nucleici presupune existarproxina a urnitoarelor aparate :
- Masa lucru biologie molecular/ Hota laminag
- centrifudi cu facire si adaptatori pentru tuburi 0,5-50 ml
- agitator vortex
- Baie de ap de mas cu agitare
- Baie uscdt cu agitare
- Set pipete automate X 2

- Alte ustensile comune de laborator (stig....)

Probele destinate exttaa ajung direct in zona de exttecsi nu intrd in contact cu
celelalte zone aleabi nr.2. Un responsabil de extndicvegheaz la buna deskurare a
manipukrilor, la accesul utilizatorilor in zong la respectarea independenADN/ARN.
Reactivii necesari extrégor (pastrgi la temperatura camerei) sunt depazita dulapurisi
etajere murale separate in regiuni individuale u8la-stoc se afl in partea superiocara
dulapurilor, accesul la acestea fiind rezervateaspbilului de zon Ceilali reactivi (@istrai

la rece) se ggesc n zona (c). Consumabilele necesare sistitape in ambalaje sterige nu



pot fi deschise decéat sub Bdaminag. In zona extrage pot lucra simultan 2 utilizatori (1
ADN si 1 ARN). Accesul la zaihse face cu ajutorul unui caiet de progiamgestionat de
responsabilul de zan

Dupa cuantificare (b), acizii nucleici vor fisantionai si etichetai corespunitor, in
functie de destinga lor :
- spre zona de amplificare
- spre spaul de stocare pe termen scurt-mediu (zona c)

- spre spaul de stocare pe termen lung (camera ,de frig”)

b) Zona de cuantificare a acizilor nucleici forma# din spectrofotometru + computer. Gup
extragie, cantitatea acizilor nucleici este determinapectrofotometric folosind difii
corespunitoare provenite din zona de extiac Aceste dilti nu se intorc in zona de
extragie. Accesul este liber, sub supravegherea respibmsabde extrage. Alternativ,
cuantificarea poate fi realizaprin estimare de intensitate de bafa gel, la nivelul #ii de

electroforez (3).

c) Zona de definitivare a amestecului PCRin care sosesc mixurile de amplificare din sala
de reactivi (aceste mixuri nu intersecteaona de extrae (a)). In aceastzori exist
frigidere + freezere in care sunt stida rece reactivi de extrge (alcooli, tampoane, etc),
precumsi esantioanele ADN fstrate pe termen scurt-mediu. Este neéesanad de lucru
pentru adugarea ADN in mixurile PCR. Accesorii necesarednaz(C) :

- Combira frigider / freezer X 2

- Masi lucru biologie molecular

- Centrifugh de ma$ cu racire

- Agitator vortex

- Baie de apde mas cu agitare

- Baie uscat cu agitare

- Set pipete automate

- Alte ustensile comune de laborator (giiid....)
Dupa definitivarea mixurilorsi distribuirea acestora in tuburifgi PCR, se trece in zona de
amplificare propriu-zis (d).

Concomitent, in zona (c) se intorc antinprodwi de amplificare n vederea

purific arii . Este vorba de acele produse destinate s@eviesau hibridizrilor moleculare).



Purificarea inti n sarcina responsabilului de seaier. In zona (c) nu pot avea loc simultan

pregitirea mixuluisi purificarea prodsilor de amplificare.

d) Zona de amplificare, format din 3 termocyclere de performéndintre care unul conectat
la computer. Accesuki programarea aparatelor se realizealpar cu acordulsi sub
supravegherea responsabilului specialist PCR. QGebgarate pot funiona simultan cu
acordul responsabilului PCR. Accesul se face pe lbaxzi caiet de program. Prodyii de
amplificare sunt dirija spre zona 3 pentru vizualizare in gel de eleotedi sau se pot
Tntoarce n zona (c) pentru purificare.

Alternativ, amplificarea se poate realiza in timgal in zona 4 (unde este situat
aparatul de Real-Time PCR). Atan! tuburile destinate zonei 4ifisesc zona 2 INCHISE !l

ZONA 3 : ELECTROFOREZ A / HIBRIDIZARE

in aceast zora, prodyii de amplificare pot fi vizualiza prin electroforex in gel,

operaie ce permite simultan vizualizarea, cuantificaggauneori, diagnosticarea ADN.
Responsabilul de electrofotezare in grii buna desfurare si independeta miggrilor
verticale / orizontale, n geluri de agaiazacrilamidi. In zona 3 pot lucra concomitent 7
utilizatori. Pentru electroforézunt necesare :

- Reactivi pentru geluri, depozitda rece (frigider) sau in dulapuietajere murale

- Surse curent X 4

- Accesorii electroforexzorizontah (set complet X 2)

- Accesorii electroforexzverticah (set complet X 2)

- Transiluminator UV

- GelDoc X 2 + computere

in paralel, aceaa zomi 3 este accesiliilexperimentelor de hibridizare / blotting.
Diversitatea acestor tehnigia aplicaiilor lor nu face necesarmprezema unui responsabil de
hibridizare ; fiecare utilizator va fi responsablié propriul experiment. Probele necesare
hibridizarii provin din zona 2c, unde a fost realiz@urificarea prodsilor de amplificare.

Zona 3 va reprezenta de asemeneatildpale arhivare a documenia de
electroforea. De aceea, necesitatea expoat maximale a sp@ului mural, prin

dulapuri/etajere.



ZONA 4 : SECVENTIERE / REAL-TIME PCR / INTERPRETARE

in zona 4, reactivii sau probele trebuiepatrundi INCHISE. Tn acest spa nu exist
mese de lucru cu reactivi, ci doar aparaue nali performaa : secveriator ADN, aparat
de PCR in timp real, computerele asociate acespoegumsi alte computere de analizi
stocare a inforntalor. Zona 4 reprezirit punctul de intalnire al circuitului ADN cu alte
circuite de acekatip. Responsabilul de zareste specialist in secw@resi Real-Time (poate
fi vorba de doa persoane sau de una singurAccesul in zolh se face cu acceptul
responsabilulusi sub Tndrumarea acestuia, dupn caiet de prograin. Spaiul mural este
exploatat la maxim cu dulapuri / etajere neceseporitirii accesoriilor de secvéiere/real-
time si arhivarii informatiilor. Zona 4 nu este obligatoriu steiil

in zona 4 pot avea acces simultan 2 persoaneaia efsponsabilului.

Exemple de activitate in cadrul compartimentului degenomici functionala :

5 o
CERLITE

Sistemul de analiz geniat Beckman Coulter CEQ8000, folosit pentru secyiene genia si

analiza de fragmente ADN prin electroforézcapilara
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Exemplu de secveiere ADN folosind
sistemul de analiz geniai Beckman Coulter CEQ8000
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Exemplu de analiz de fragmente ADN folosind

sistemul de analiz geniai Beckman Coulter CEQ8000



Sistemul de amplificare PCR in timp real Corbett$2ech Rotor Gene 6000, folosit pentru

amplificarea cantitativi a acizilor nucleici
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Exemplu de cuantificare a expresiei genice Real-Erolosind Sistemul de amplificare
PCR in timp real Corbett Resarch Rotor Gene 6000



