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Modificarea mesajului genetic

lll. Ingineria genetica: abordari generale pentru clonarea fragmentelor de ADN in
vectori

Prof. Dr. Marius Mihasan



Etapele generale ale unui experiment de inginerie genetica ‘

Inginerie genetica isi propune sa manipuleze in mod direct si rational informatia genetica. Cel mai frecvent,
procesul presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

1. Clivarea ADN-ului sursa (ADN genomic, ADN obtinut prin PCR, ADN complementar rezultat prin revers-
transcrierea ARN-ului mesager sau un fragment ADN sintetizat chimic) — prin folosirea cel mai frecvent a
endonucleazelor de restrictie se obtin multe fragmente de ADN flancate de capete coezive, intre acestea aflandu-se si

zona (gena) de interes

2. Obtinerea moleculei de ADN recombinat — fragmentele generate sunt inserate si ligate intr-un vector — plasmid
sau virus - care sa permita replicarea acestuia in celula gazda. Vectorul a fost initial liniarizat prin utilizarea aceleiasi
enzime de restrictie. Inserarea se realizeaza prin actiunea ligazei si pentru fiecare fragment se va obtine o molecula

ADN-recombinant.

3. Multiplicarea moleculei de ADN recombinat — vectorul recombinat este introdus intr-o celula gazda (de obicei, dar
nu intotdeauna, E. coli) unde se replica. Prin diviziuni succesive ale unei celule ce contine vectorul se obtin copii
identice ale acesteia — clone — ce contin si ele copii ale vectorului recombinat. Tn acest fel molecula recombinata este
multiplicata — clonata. Daca in etapa 2 s-au inserat mai multe fragmente, pentru fiecare fragment se va obtine o
molecula ADN-recombinant ce va genera un set de celule identice - un set de clone. Toate clonele obtinute dintr-un
set de fragmente — o biblioteca de clone.

4. Selectia clonei de interes — are in vedere in special identificarea acelei clone ce contine secventa de interes.
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Etapele generale ale unui experiment de inginerie genetica *

E. coli
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~ Etapa IV. Selectia
Part of a clone library — secventei de interes
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Clivarea ADN-ului sursa

Fragmentarea moleculei ADN in vederea separarii regiunii/fragmentului de interes se poate realiza
a) non-enzimatic sau b) enzimatic.

Fragmentarea non-enzimatica nu ofera un control strict asupra dimensiunilor fragmentelor obtinute, utilizarea
enzimelor de restrictie fiind preferata datorita specificitatii foarte mari a acestora.
Metodele ce pot fi folosite pentru fragmentarea non-enzimatica a ADN-ului sunt:

- Fragmentarea acustica — sunete cu lungimi de unda reduse si de frecvente foarte inalte sunt aplicate
concentrat in proba de ADN ceea ce duce la ruperea mecanica a catenelor cu obtinerea de fragmente cuprinse
de sute pana la mii de pb;

- Sonicarea — aplicarea de sunete cu lungime de mari duce la aparitia procesului de cavitatie si ruperea catenelor
de ADN in fragmente de 700 pb pana la cativa kpb;

- Fragmentarea prin centrifugare - forta centrifugala este utilizata pentru a forta solutiile cu ADN sa treaca
printr-un orificiu ingust de o dimensiune data. Viteza de centrifugare este cea ce dicteaza dimensiunea
fragmentelor rezultate, in general aceste fiind de ordinul kpb;

- Fragmentarea hidrodinamica - se realizeaza prin fortarea solutiei cu ADN printr-un tub ingust (point-sink
shearing, rezulta fragmente de cateva kpb ) sau printr-un ac de seringa (needle shearing, rezulta fragmente de
cateva zeci de kpb).
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Clivarea ADN-ului sursa - endonucleazele de restrictie ‘

Fragmentarea enzimatica se bazeaza pe o clasa specifica de nucleaze este reprezentata de
endonuclezele de restrictie (sau restrictaze).

Restrictazele cliveazd specific moleculele de ADN dublu catenar dupa = eawencefecogiied - Bacteri
recunoasterea unei scurte secvente (4-8 nucleotide) de nucleotide cel mai L _—
frecvent palidromice. Secventa specifica se numeste situs de restrictie, iar GCIACS fcodensh
. . ol d . . . d l
enzima cliveaza 2 legaturi fosfodiesterice, una de pe o catend, alta de pe ,, N rer P
cealalta catena. Tane
l
Restrictazele se clasifica in: EcoRl S%ASE ssYc]h;richiacoli
1. restrictaze de de tip | — cliveza in mod aleatoriu molecula de ADN si produc . :
fragmente cu fosfat in 5’ si OH in 3’; EcoRll gg\cccc sszih;richiacoli
2. restrictaze de de tip Il — cliveaza molecula de ADN dublucatenar in mod specific, ; ]
in situsuri palidromice foarte clar definite. Clivarea se poate realiza la nivelul axei *indn seen ooplls
de simetrie a situsul de restrictie, fragmentele rezultate avand extremitatile iT
drepte, sau decalat fata de axa de simetrie, fragmentele rezultate avand capetele cccC Haemaphius
. . A . aemolyticus
monocatenare si complementare (capete coezive); In cadrul acestui grup, se T
disting restrictazele de tip IIS ce recunosc specific situsuri foarte clar definite din TTAC Haemaphis
. - . - - . parainriuenzae
molecula de ADN pe care o cliveaza la o distanta data de situs; capetele formate T
. l
sunt Cer|Ve; Mstll CCTNAGG Microcoleus
. . . e . . . GGANTCC strain
3. restrictaze de de tip Ill — recunosc specific situsuri specifice, dar care nu sunt )
. . !
pa lidromice; pstl CTGCAG Providencia
o o . v . . pe . . GACGTC stuartii 164
3. restrictaze de de tip IV — actioneza asupra ADN-ului modificat chimic; 1
l
EcaRV o i ;T\%?.‘/r\ ZZZZZ?Z; YTI
Cu numere romane se indica a T
cata restrictaza este identificata
Initiala  numelui  genului ) o n tulpina data Palidrom ( palin -inapoi, dromos — drum) — cuvinte, fraze
urmati de primele 2 litere Tulpme;: spealﬁca din sau secvente ce au aceeasi semnificatie indiferent de
. care a fost izolata I t citite.
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Endonucleazele de restrictie *

Cel mai frecvent fragmentarea enzimatica utilizeaza restrictaze de de tip Il sau Ill deoarece nu situs-ul de clivare, dar
si modul de clivare este foarte specific, ducand la aparitia a doua tipuri de capete. Tn situatia in care clivarea se
realizeaza pe ambele catene in aceeasi pozitie din interiorul situs-ului de restrictie, cele doua catene se vor sfarsi la
acelasi nivel, iar capatul rezultat poarta numele de capat drept. Daca clivarea se realizeaza in situs-uri diferite pe cele
doua catene, capetele formate vor avea cele doua catene de lungimi diferite. Una dintre catene va fi mai lunga si va
expune deci nucleotide neimperecheate spre exterior. Daca doua fragmente de ADN au la capat o catena mai lunga
cu aceeasi secventa, fragmentele se pot asocia prin formarea unor legaturi de hidrogen. Din acest motiv capetele
poarta numele de capete coezive.

Enzima de EcorV BamHlI Bcll Pvull

restrictie

Situs de 5’.GAT&\TC.3’ 5’...GGATCC...3’ 5’ .TGATCA.. .3’ 5’...GGAll‘CC...3’

restrictie 3. CTAFAG .5 3°...CCTAGG...5 3. ACTAGF ...5 3’...CCTAGG...5

t t

Capete 5°.GAT ATC.3’ 5’°.G GATCC.3’ |5°.T GATCA...3’| 5°...GGA TCC...3’

generate 3°.CTA TAG.5 3’ .CCTAG G.5 |3’ .ACTAG T...5 | 3’...CCT AGG...5
capete drepte capete coezive capete coezive capete drepte
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Capete coezive si rolul ligazelor

Enzima de
restrictie EcorV BamHlI
Capete 5’ .GAT ATC.3’ 5°.G GATCC.3’
generate 3’ .CTA TAG.5’ 3’ .CCTAG G.5
5° .GATATC.3’ 2 ATC %’
3’ .CTATAG.5’ 3’
£ ~GATGAICC-3’ 5’ .GGATCC.3’
g - / 3’ .CCTAGG.5’
E.w ~GAT GATCA—".3" 5’ .GGATCA...3’
£ = ~ 5’ 3’ CCTAGT...5
O m
O o
5° .GATTCC...3’ : T

—3’
3’ .CTAAGG. ..5 ’

32 GA

Bcll Pvull
5°.T GATCA...3’| 5°...GGA TCC...3’
3’ . ACTAGT T...5| 3°...CCT AGG...5

5’ .TGATCC.3’
3’ .ACTAGG. 5’

5’ .TGATCA...3’
3’ .ACTAGT...5

» T
33— AGAGG™

—3’

5’...GGAATC.3’
3’...CCTTAG.5’

~GGAG 3’
3 ~——TCCT ’
3’

3—=—CCT ~ .5
5’...GGATCC...53’
3’...CCTAGG...5

Legaturile de H formate mentin moleculele in contact si permit actiunea ligazelor. Aceste enzime au
capacitatea de a reface legitura fosfodiesterica si deci continuitatea catenelor. in acest fel, doud fragmente
de ADN pot fi sudate una de cealalta. Cel mai frecvent, un fragment continand secventa de interes interes
este sudat in vectorul acceptor, obtinandu-se o molecula recombinata.
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Tipuri de clonare

Pentru a putea utiliza enzimele de restrictie pentru producerea unei molecule de ADN recombinat, este
necesara existenta de situsuri de restrictie in pozitii convenabile. Cand acestea nu exista, cel mai frecvent
fragmentul de ADN ce se doreste a se clona este amplificat printr-o reactie PCR ce foloseste primeri
degenerati. Aceste oligonucleotide nu au secventa perfect complementara cu a ADN-ului de amplificat, ci
usor modificata pentru a include un situs de restrictie pentru o enzima data. Deoarece primer-ul este inclus
in toate catenele de ADN amplificate, acestea vor fi diferite de catenele template prin noul situs de
restrictie creat.

Cea mai simpla strategie de clonare consta din digestia vectorului si fragmentului de interes cu aceeasi
enzima de restrictie, ceea ce duce la obtinerea de capete coezive compatibile care pot fi ligate. Abordarea
poarta numele de clonare oarba, deoarece nu ofera un control foarte strict al orientarii fragmentului in
vector si de asemenea, vectorul se poate foarte usor re-circulariza fara a prelua fragmentul de clonat.
Clonarea oarba este una dintre primele strategii de clonare dezvoltata si foarte intens utilizata care, treptat,
prin identificarea unui numar din ce in ce mai mare de enzime de restrictie a fost inlocuita de asa-numita
clonare directionata. Aceasta presupune utilizarea a cel putin doua enzime pentru digestia fragmentului si
vectorului. Prin digestia vectorului cu doua enzime de restrictie diferite care genereaza capete
incompatibile, recircularizarea vectorului este impiedicata. Deoarece fragmentul este taiat cu aceleasi doua
enzime, el va putea fi ligat in vector si doar astfel se poate realiza recircularizarea acestuia si obtinerea
moleculei ADN recombinate. Legarea este de aceasta data strict coordonata prin alegerea enzimelor de
restrictie.
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Clonare oarba vs clonare directionata

5 ;

Fragmentare sau
PCR cu primeri
degenerti

Izolarea
fragmentului de interes

5 3
Situs de restrictie pentru BamHI

Fragmentare sau
PCR cu primeri
degenerti

Izolarea
fragmentului de interes

Situs de restrictie
pentru EcoRV

5’ 3

Situs de restrictie pentru BamHI

Digestie cu BamHI

Vector

Digestie cu BamHI si EcorV

Vector

Vector +

fragment

03.06.2024

Biologie Moleculara - Curs 10

Ligare

Vector +
fragment

Pagina 9 din 14



Privire de ansablu asupra clonarii directionate

03.06.2024

Recognition

sequences \

Cleavage
site

Cleavage
site

|

---GGT|GRAATTCAGCTTCGCATTAGCAGCTG|TAGC ---
Chromosomal ___ Al T T AAGIT CGAAGC GTAAT C/GT CIGAC|ATC G -~
DNA T T
EcoRlI Pvull
restriction restriction
endonuclease endonuclease
CAG CTGITAGC---
GTC GACATCG---
Blunt ends
(b)

---GGT AGCTTCGCATTAG
——-CCAM TCGAAGCGTAATC
Sticky ends
(a)

\ DNA
ligase

Plasmid ¥
cloning vector

cleaved with

EcoRl and Pvull

Figure 9-2ab
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Pstl Hindlll BamH| __Smal

[ I | 1]
AATTCCTGCAGAAGCTTCCGGATCCCCGGG
GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA

Synthetic polylinker

Plasmid cloning vector
cleaved with EcoRI

Figure 9-2¢
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Cum aleg enzimele de restrictie?

Alegerea enzimelor de restrictie si localizarea acestor situs-uri de restrictie pe primer trebuie sa se faca
tinand cont de urmatoarele elemente:

1. enzima sa fie plasata in situs-ul de clonare multiplu al plasmidului;

2. gena de clonat trebuie sa fie amplasata in situsul multiplu de clonare in asa fel incat sa respecte cadrul
de lectura specific vectorului pentru a permite expresia unei proteine recombinate;

3. sainlature cat mai mult din situs-ul multiplu de clonare pentru ca proteina recombinata sa fie cat mai
putin modificata;

4. sa taie o singura data in fragmentul de clonat, in situs-ul dorit; un program extrem de util pentru a
analiza situs-urile de restrictie existente intr-un fragment ADN dat si pentru a alege judicios enzimele
de restrictie este NEBCutter.

Dupa obtinerea moleculei recombinate, aceasta trebuie introdusa in celula gazda. Desi exista specii care
pot sa accepte molecule de ADN exogen in mod natural, E. coli nu este una dintre acestea. De aceea,
celulele de E.coli trebuie aduse intr-o stare artificiala de competenta prin aplicarea unui tratament chimic.
Cea mai simpla metoda a fost descoperita in anul 1970 si consta in utilizarea clorurii de calciu. Dupa
realizarea transformarii, celulele care contin vectorul sunt selectate, cel mai frecvent, prin utilizarea
proprietati specifice codificate de catre markerul de selectie al plasmidului (de exemplu rezistenta la
antibiotice).
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Variante ale clonarii directionate: asamblarea Golden gate

Asamblarea sau clonarea Golden Gate este o varianta a clonarii directionate ce

permite asamblarea simultana si rapida a mai multor fragmente de ADN in acelasi

vector. Elementul cheie in acest tip de clonare este utilizarea enzimelor de restrictie

de tip IIS (precum Bsal, BsmBI, and Bbsl). Spre deosebire de restrictazele de tip Il

obisnuite, acestea taie moleculele de ADN la distanta de secventele palidromice tinta,

generand capete coezive non-palidromice. Tn principiu existd 256 de combinatii de cate

4 nucleotide unice ce pot constituii aceste capete coezive si sunt generate de aceeasi

enzima. Pentru a asambla simultan 2 fragmente intr-un vector este necesar ca:

- vectorul sa contina 2 situsuri de recunoastere pentru o restrictaza de tip IIS ce
genereaza 2 capete coezive diferite;

- cele 2 fragmente sa contina fiecare cate unul din capetele coezive unice ale
vectorului;

- cele 2 fragmente sa contina ambele un capat coeziv comun, diferit de al
vectorului.

Capatul coeziv comun al fragmentelor va permite asamblarea pe baza de
complementaritate a acestora, iar capetele coezive comune cu ale vectorului va
permite orientarea corectd a ansamblului in vector. intregul complex vector
recircularizat-fragmente este apoi tratat cu ligaza pentru refacerea legaturilor
fosfodiesterice si obtinerea unei molecule circulare continue.

Tn cazul asamblarii mai multor fragmente, fragmentele din extremitati vor contine cate
unul din capetele coezive unice ale vectorului si fiecare pereche de fragmente cate un
capat coeziv comun unic.

Protocolul proprii-zis poate fi realizat pe un termociclor deoarece necesita alternarea
repetata intre 2 temperaturi:
37 °C — temperatura optima de reactie pentru restrictie;

16 °C — temperatura optima pentru reactia de ligare.

Deoarece produsul reactiei de ligare este nu mai contine situsul de recunostere pentru
restrictaza, reactia este ireversibila si extrem de eficienta.
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Assembled plasmid

Pagina 12 din 14



Variante ale clonarii directionate: asamblarea Gibson

Asamblarea Gibson este o tehnica de clonare care de
asemenea permite asamblarea mai multor fragmente,
insa realizeaza acest lucru intr-o singura reactie la
temperatura constanta. Elementul cheie in aceasta
abordare este faptul ca nu utilizeaza enzime de restrictie,
ci un amestec de 3 enzime:

1. O exonucleaza care excizeaza nucleotide de la capatul
5" al ADN-ului bicatenar si genereaza zone
monocatenare;

2. O ADN-polimeraza ce permite refacerea zonelor
monocatenare in directia 3’ -5;

3. O ligaza care reface legaturile fosfodiesterice.

Pentru a putea fi asamblate, fragmentele adiacente
trebuie sa contina o secventa de ~20-40 perechi de baze
comuna. Prin activitatea exonucleazei, aceste zone
comune genereaza zone monocatenare complementare.
ADN-polimeraza ca completa zonele lipsa, iar ligaza va
reforma legaturile fosfodiesterice.
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Add to Gibson assembly master mix
Incubate at 50 °C

¢ Exonuclease chews back 5’ends

5 I

¢ Fragments anneal

Ky |
I 5 3 I

¢ DNA polymerase closes gaps

¢ DNA ligase seals nicks
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Alte enzime utilizate in ingineria genetica *

Enzyme(s)

Function

Type Il restriction endonucleases
DNA ligase

DNA polymerase | (E. coli)
Reverse transcriptase
Polynucleotide kinase

Terminal transferase
Exonuclease lll

Bacteriophage \ exonuclease
Alkaline phosphatase

Cleave DNAs at specific base sequences

Joins two DNA molecules or fragments

Fills gaps in duplexes by stepwise addition of nucleotides to 3’ ends

Makes a DNA copy of an RNA molecule

Adds a phosphate to the 5’-OH end of a polynucleotide to label it or permit ligation
Adds homopolymer tails to the 3’-OH ends of a linear duplex

Removes nucleotide residues from the 3’ ends of a DNA strand

Removes nucleotides from the 5’ ends of a duplex to expose single-stranded 3’ ends
Removes terminal phosphates from either the 5’ or 3’ end (or both)

Table 9-1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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