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Tehnici bazate pe informatia ADN - ingineria genetica

Prof. Dr. Marius Mihasan



Dogma centrala a Biologiei Moleculare ‘
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modificarea informatiei genetice

Mutatiile si recombinarea genetica sunt mecanisme naturale de alterare a informatiei genetice. Acumularea de
cunostiinte privind modul de functionare a genelor au permis omenirii sa manipuleze in mod direct si rational
informatia genetica printr-un ansamblu de tehnici reunite sub denumirea de inginerie genetica.

Asociat in mod direct cu ingineria genetica este termenul de clonare. Acesta Termenul de clonare desemneaza, in
sens larg, o tehnica ce are drept scop producerea mai multor copii identice ale unui fragment ADN de interes.
Aceasta multiplicare se poate realiza in doua moduri:

- invitro, folosind polimeraze ADN dependente si reactia de amplificare PCR;
- invivo utilizand sistemele enzimatice ale unor organisme gazda precum E. coli.

Un al doilea sens al termenului de clonare este introducerea unui fragment de ADN dintr-o sursa intr-o molecula
acceptoare care provine dintr-o alta sursa si obtinerea unei molecule ADN recombinate.

Acesta este motivul pentru care, in mod uzual, termenul de clonare este mai degraba rezervat pentru desemnarea
procesului desfasurat in vivo in urma caruia se obtine o molecula de ADN-recombinat, iar cel de amplificare este
utilizata pentre: procesul enzimatic desfasurat in vitre:(RCR)Jarz - curs 11 Pagina 2 din 15



Ingineria genetica si GMO

Tn principiu, prin ingineria genetica se are in vedere:

- izolarea, copierea si modificarea unei gene de interes — obtinerea
unei molecule ADN recombinant;

- introducerea genei de interes intr-o noua gazda intr-o asemenea
maniera incat aceasta sa fie functionala. Organismul obtinut poarta
denumirea de organism recombinat genetic, organism transgenic sau
organism modificat genetic (GMO).

Exemple de GMO:

- primul organism transgenic —1973 - o tulpina de E. coli in care a fost
inserat un plasmid continand genele pentru rezistenta la antibiotic;

- primul soarece transgenic — 1974 — ADN-ul exogen a fost inserat in
nucleul zigotului de soarece;

- 1978 — se creeaza o tulpina de E. coli in care a fost introdusa gena
pentru insulina umana — tulpina produce insulina comercializata sub
denumirea de "Humulin”’;

- 2003 — primul animal de companie transgenic — Glofish - Danio rerio
modificat genetic pentru a fi fluorescent;

Creation of a Bacterial Cell Controlled

) . ) ) . by a Chemically Synthesized Genome
- 2010 — tulpina bacteriana Synthia (Mycoplasma laboratorium) — prima my PP y u,xw,'. N S coa

Mikkel A. Algire,* Gwnedd A B(Mﬂs * Michael G. Moﬂl-lgue UM’ Movu(a M. Moodie,*
Chuck Merryman,' Sanjay thec Radha Kﬂs'mnunun Nuyu Assad-Garcla,*

forma de viata sintetica — genomul sau este unul artificial, sintetizat TN G o i o vei vons. 2n-oims o1+

Thomas H. Segall- $haplno ﬂuluoph« H. (M Puwmh P. Pam\.n Clyde A. Hutchison 11,
Mamitton O, Smith,” ). Cralg Venter™

laborator;

Gibson D et al. (2010 ) "Creation of a bacterial cell controlled by a chemically synthesized genome". Science 329 (5987): 52—6.
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Ingineria genetica si GMO

- plante modificate genetic - prin introducerea in plantele de cultura a genelor pentru rezistenta la frig sau pesticide,
sinteza de insecticide, sau fixarea N, s-au obtinut soiuri de plante cu productivitate crescuta.
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Etapele generale ale unui experiment de inginerie genetica ‘

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

Etapa l. ADN-ul din surse
diferite este clivat cu aceleasi
enzime de restrictie

Etapa Il. Capetele coezive permit
ligarea moleculelor de ADN prin
intermediul ADN-ligazei
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Etapa IV. Selectia
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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 panala 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).

. Sequence Recognized Bacterial
Endonudease ;| Cleavage Sites Shown i Source

Restrictazele cliveaza specific moleculele de ADN dublu catenar dupa recunoasterea

BamHi | GGATCE é.fz:.x..nus amylo-
unei scurte secvente (4-8 nucleotide) de nucleotide cel mai frecvent palidromice. | CCTACS | Hauefociens H
Secventa specifica se numeste situs de restrictie, iar enzima cliveaza 2 legaturi - | sy ——
fosfodiesterice, una de pe o catend, alta de pe cealalta catena. T :
. epe v A EcoRli ;{:Fu’.TTE EEne hia coli
Restrictazele se clasifica in: ‘ - crmg o
............ SN U
1. restrictaze de de tip | — cliveza in mod aleatoriu molecula de ADN si produc 5
~ ) . A ) Ecofll ¢ CCTGG : Escherichia coli
fragmente cu fosfatin 5’ si OH in 3’; - Geacc R4
2. restrictaze de de tip Il — cliveaza molecula de ADN dublucatenar in mod specific, in Hnammmmmm """ i
situsuri palidromice foarte clar definite. Clivarea se poate realiza la nivelul axei de | TCO Iueeaaef
simetrie a situsul de restrictie, fragmentele rezultate avand extremitatile drepte, sau | acoc [—
decalat fata de axa de simetrie, fragmentele rezultate avand capetele monocatenare ¢ roendien
si complementare (capete coezive); in cadrul acestui grup, se disting restrictazele de ,,, | erranc [———
. oo . . . . . : CAATTG 1 influe
tip IIS ce recunosc specific situsuri foarte clar definite din molecula de ADN pe careo 75 e
cliveaza la o distanta data de situs; capetele formate sunt coezive; st | achice  Microcokeus
. . ee . . | GGAVTCC
3. restrictaze de de tip Il — recunosc specific situsuri specifice, dar care nu sunt L
palidromice; peu | cT6cAG  Providencia
. . . o . . . . EG_.FLCGT'C ! $tuartii 164
3. restrictaze de de tip IV — actioneza asupra ADN-ului modificat chimic; S 1 . S
Tagl T;:GA Thermus
ECC RV § AGCT ; aguaricus YT
Cu numere romane se indicd a i |
- cata restrictazd este identificata
Initiala  numelui  genului o L in tulpina dat Palidrom ( palin -inapoi, dromos — drum) — cuvinte, fraze
urmatd de primele 2 litere Tulpina Sp.eCIfIC&i din sau secvente ce au aceeasi semnificatie indiferent de
care a fost izolatd sensul in care sunt citite.

ale denumirii speciei
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Endonucleazele de restrictie

Cel mai frecvent fragmentarea enzimatica utilizeaza restrictaze de de tip Il sau lll deoarece nu situs-ul de clivare, dar
si modul de clivare este foarte specific, ducand la aparitia a doud tipuri de capete. In 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.

Enzim3 de EcorV BamHlI Bcll Pvull
restrictie
’ l ’ 9 l ’ ’ l ’ ’ Lr ’
Situs de 5’ .GATATC.3 5’...GGATCC...3 5" .TGATCA...3 5’...GGATCC...3
restrictie 3’ .CTA%'AG. 5’ 3° _CCTAGF_ .5 3’ .ACTAG'fI'. .5 3°.. .CCTTAGG. LY
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...%
capete drepte capete coezive capete coezive capete drepte
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Capete coezive si rolul ligazelor

Enzima de

restrictie EcorV BamHI
Capete 5°.GAT ATC.3’ 5°.G GATCC.3’
generate 3’ .CTA TAG.5’ 3’ .CCTAG G.5
5°’.GATATC.3’ > A ’
3’ .CTATAG.5’ 3 ‘
£ ~LATG =3’ 5’ .GGATCC.3’
% / 3’ .CCTAGG.5
g g GATCA-—. 3’ 5’ GGATCA...3’
£ 9 . ~ 5 3’ .CCTAGT...5
S8
5’ .GATTCC...3’ - TCC—3"’
3’ . CTAAGG...5 3 B AGG——5’

5,
3,

Bcll
.T GATCA...3’
.ACTAGT T...5
5’ .TGATCC.3’
3’ ACTAGG.5

5’ .TGATCA...3’
3’ .ACTAGT. ..~

: TCC—3"
- G AGET™>’

Pwvull

5’...GGA TCC...3’
3’...CCT AGG...Y%

5’...GGAATC.3’
3’...CCTTAG.5

3

3——""CCT ~ .5
5’...GGATCC.. .3’
3’...CCTAGG...5

Legaturile de H formate mentin moleculele in contact si permit actiunea ligazelor. Aceste enzime au
capacitatea de a reface legatura fosfodiestericd 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 Tn vectorul acceptor, obtindndu-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

Vector Fragmentare sau
PCR cu primeri

degenerti

Izolarea
fragmentului de interes

Izolarea
fragmentului de interes

5 ;! 3
Situs de restrictie pentru BamHI

Digestie cu BamHI Digestie cu BamHI si EcorV
Vector Vector

Ligare

Vector + : Vector +
fragment Vector ‘ fragment
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_ Cleavage Recognition Cleavage

site sequences \ site
---GGT[GAATTCAGCTTCGCATTAGCAGICTG|TAGC ---
Chromosomal ___ il T T AAGIT CGAAGC GTAAT C/GT CIGAC|ATC G ---
DNA T t
EcoRlI Pvull
restriction restriction
endonuclease endonuclease
---GGTE AGCTTCGCATTAGCAG CTGTAGC---
--=-CCA TCGAAGCGTAATC|GTC GACATCG-—--
Sticky ends Blunt ends
(a) (b)
Pstl Hindlll BamHI __Smal
AATTCICTGCAGuAAGCTTICCIGGATCICICCGGG
DNA GGACGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCCTTAA
\ ligase Synthetic polylinker

Plasmid .

cloning vector

cleaved with

EcoRl and Pvull Plasmid cloning vector

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

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. sataie 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 Tn 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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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 Il

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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