Lectia 2. ELEMENTE DE BAZA ALE TEHNOLOGIEI
DE OBTINERE A OMG

Continut:

1. Tehnologia ADN-lui recombinant, notiuni generale
2. Etape generale in transformarea genetica

3. Identificarea, izolarea si clonarea genelor de interes



1. TEHNOLOGIA ADN-LUI RECOMBINANT, NOTIUNI GENERALE

. Recapitulare

Organism in al carui GENOM au fost noi, sau expresia

unor prezente deja in celula prin tehnici de ingenerie genetica

Ingeneria genetica este cunoscuta sub mai multi termeni:
manipularea genelor

clonarea genelor

tehnologia ADN-ului recombinant

modificare genetica

Tehnologia ADN-ului recombinant se aplica in diverse domenii:

« Cercetare de baza/fundamentala a structurii si functiei genelor
* Analiza genomului prin secventierea ADN-ului

 Producerea de proteine utile prin tehnici noi

- Diagnostic si tratament medical — terapie genica etc.

« Obtinerea de plante si animale transgenice




Transgeneza versus Terapie genica

In obtinerea unui organism transgenic se urmireste transmiterea la urmasi a
modificarii genetice (obtinerea descendentilor MG). Acest obiectiv al transgenezei
este diferit de cel urmarit in terapia genica cu celule somatice, in care efectele
transgeneil sunt limitate la persoana care primeste tratamentul.

Astfel, acest domeniu al ingineriei genetice a provocat o mare ingrijorare in societate
s1 0 reticenta publica fata de dezvoltarea si utilizarea organismelor transgenice.

In plus, problemele stiintifice si tehnice asociate ingineriei genetice aplicate la
organismele superioare sunt mai greu de rezolvat datoritd dimensiunii si
complexitatii genomului.

De asemenea, dezvoltarea plantelor si animalelor este un proces extrem de complex la
care inca nu este pe deplin inteles mecanismul molecular.

Totusi, sunt dezvoltate metode/abordari eficiente de transformare genetica si
monitorizare.



Baza tehnologiei este informatia genetica continuta in molecule de ADN. Aceasta
resursa genetica poate fi manipulata in diverse moduri pentru a realiza anumite
obiective atat in stiinta teoretica, cat si in cea aplicata.

AN detin informatia genetica despre: structura organismului, particularitatile de dezvoltare,
reproducere, raspunsului la actiunea factorilor de mediu, interactiunea dintre diferite elemente ale
aceluiasi organism sau cu alte organisme.

Caracteristici comune ale procesele moleculare de pastrare, transmitere, realizare a

informatiei genetice la diferite organisme (anumite particularitati similare la procariote si la

eucariote, inclusiv la om)

0 Reglare spatio-temporala (se realizeaza numai intr-o anumita perioada ontogenetica a
celulei, dependent de tipul celulei, depind de semnale exogene si endogene);

O Principiu de matrice (se asigura complementaritatea hibridizarii AN):

= ambele catene ale moleculei de ADN sunt matrite pentru sinteza noilor catene de ADN;

= una din catenele moleculei de ADN este matrita in timpul repararii celeilalte catene de ADN;

= una din catenele ADN-ului genic este matrita pentru sinteza moleculelor de ARN (ARNm, ARNt,
ARNFr) in timpul transcriptiei ADN-ului;

= molecula de ARNm este matrita pentru sinteza polipeptidului in procesul translatiei codului
genetic.

O Factori proteici, unitati de polimerizare:

Replicare (ADN-polimeraze, dNTP — nucleotide, pentru formarea noilor catene)

Reparare (Endonucleaze, pentru inlaturarea fragmentului nucleotidic defect; ADN-polimeraze,

sintetizeaza fragmente noi de ADN pentru inlocuirea golului/bresei); dNTP pentru formarea noilor

catene de ADN

Transcriptie (ARN-polimeraze si dNTP pentru sinteza catenei de ARN)

Translatie (ribozomi; ARNt; aminoacizi — monomeri pentru formarea polipeptidului)



Celula eucariota
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de material
genetic

Mitochondria are the
cell's power plants.

The nucleus is the site of
mast cellular DN A which,
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Recapitulare (Cursul de genetica, microbiologie)




Pentru a obtine organisme
cu fenotip modifcat prin
tehnicile ingineriei genice
(OMG), transgena introdusa
in organismul gaza trebuie
sa fie functionala - expresie
fenotipica a caracterului de
interes

Procesele moleculare de
baza:

Replicarea ADN —
transmiterea informatiei genetice
( celula —celula, o generatie de
organisme - altei generatji).

Transcriptia ADN si

translatia ARNmM — mesajul
informational este transcris in
secventa nucleotidica de ARN si
translat in proteine (realizarea
infromatiei) cu diferite functii

https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHqw; https://www.youtube.com/watch?v=2_-jSoSaaTA
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https://www.youtube.com/watch?v=TNKWgcFPHqw
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Procese generale in obtinerea ADN recombinant

Molecule hibride formate din ADN din diferite surse (de ex. ADN vector si ADN de
interes) poarta denumirea ADN recombinant.

Material genetic suficient pentru un experiment de recombinare a AN (secvente de la
diferite specii, inclusiv din genomuri diferite: nuclear, mitocondrial, plastidic), se obtine
prin clonare. Clonarea genelor poate fi denumita si ,clonare moleculara” pentru a
distinge procesul de clonare a genelor de cel al clonarii organismelor intregi.

Succesul manipularii genetice depinde de capacitatea de a izola o singura secventa
de ADN din genom si clonarea acesteia. Ulterior, secventa specifica de ADN, poate fi
utilizata pentru o varietate de scopuri.

Prin analogie se poate considera clonarea genelor ca o forma de agricultura
moleculara, care permite producerea de cantitati mari (in contextul ingineriei genetice
inseamna micrograme sau miligrame) dintr-o anumita secventa de ADN. Chiar si in
epoca contemporana a posibilitatilor de secventiere la scara larga, capacitatea de a
izola o anumita secventa genica este, inca, un aspect major/determinant al manipularii
genelor efectuate de zi cu zi in laboratoarele de cercetare din intreaga lume.



Principiul general al clonarii genelor poate fi . @
considerata o serie de patru pasi:

M izolarea ADN pentru clonare (o
secventa de ADN sau o gena) si
selectia vectorului de clonare

[ | Ligarea ADN la molecula vectorului Introduce into host cell Grow clones

B Introducere vectorului intr-o celula
gazda pentru amplificare b . f
£ O\

B Selectarea clonelor care contin

secventa cercetata

Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic Engineering: Third Edition, Published ,/—>/.J

in the United States of America by Cambridge University Press, New York
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2. ETAPE GENERALE IN TRANSFORMARE GENETICA

g

. Obtinerea constructului genetic - identificarea, izolarea si A
clonarea genelor de interes

IL.Transferul genelor — transformare genetica
II1. Analiza OMG - regenerarea, selectia si testarea plantelor MG.

\_ /

Elaborarea strategiei si a protocolului de transformare genetica depinde de:
» interesele economice (cercetare, comercializare)
» dotarea laboratorului (echipament si facilitati accesibile, resurse financiare)

» anumite particularitati genetice ale speciei

»>respectarea anumitor cerinte prevazute de dosarul de notificare/inregistrare
a OMG/PMG



Obtinerea autorizarii unei varietati MG impune
respectarea urmatoarelor cerinte...

Transgenic

stabilitate in expresia si mostenirea transgenelor
in generatiile succesive

segregare Mendeliana a fenotipului transgenic
reglarea organ-specifica a expresiei alogenelor

exploatarea produsului in scop agronomic,
alimentar, medical,etc.




Formula

. Cultura in vitro + transfer de ADN =integrare =PMG
transgenezel

T

T
-

o

ﬁﬁ

=2 =S

1 — Identificarea si izolarea genei ,,de interes”;

2 — Obtinerea ADN-ului recombinant (integrarea transgenei in vector);

3 — Transferul genei himere (constructului genetic) in celula vegetala prin metode
directe sau indirecte;

4 — Selectarea celulelor modificate genetic;

S — Regenerarea plantelor din celulele transformate genetic;

6 — Reproducerea sexuata/ asexuata a plantelor modificate genetic.



Fragment AND-T (Notl fragment, 3,4
kb) utilizat in transf. genet. a liniei de Caseta cu gena EPSPS modificata:

porumb GA21, RR (toler. glifosat) gr;act - (1,37kb) si intronul de la gena actinei
e la orez;

Notl 6122

gena - 5-enolpiruvil sikimat-3-fosfat sintaza de
la Zea mays - mEPSPS (1,34 kb) fuzionata cu o
secventa N terminala a peptidei tranzit in
cloroplast derivata de la genele RuBisCo de la
H. annuus si Zea mays pentru a directiona
proteina mEPSPS spre cloroplast, unde are loc
sinteza acizilor aromatici;

secventa N-terminala a peptidei tranzit in
cloroplast (CTP) de la H. annus si genele
RuBisCo (sssu CTP, mssu CTP) de la Zea mays
— OTP (0,37 kb)

NOS 3' secventa de terminare de la plasmida Ti
din Agrobacterium

gena-marker bla (rezistenta la ampicilina in
bacterii p-u selectia bacteriilor cu plasmide),
(ori) -pentru replicarea plasmidei in E. Coli

Sacl 2679
Notl 2692
Xbal 2699
Sphl 2729
Pstl 2735



3. IDENTIFICAREA, IZOLAREA $SI CLONAREA GENELOR DE INTERES

Strategiile de identificare, izolare si clonare a genelor de interes
depind de tipul celulei (pro-/eucariote), tesut, organ, faza de vegetatie, specie.

IZOLAREA FRAGMENTELOR DE ADN UTILIFAT iN TEHNOL O GIA ADN-LUI
RECOMBIMNAMT

" -
n - -\.,q-_\.
™ -
L] = = = e
: Izolarea fragmentelor de = ; SNinteza enrimatici a
-
- ADN prin digestie cua = E ATDT™MN-Iui complimentar
- -
. restrictaze .
- ] . L. . ARMm
. . Sinteza chimica si —_— T AnARAssa,
L} - -
= . multiplicarea - .
n o
. . fragmentelor de ADIY
- = —_— e ARSI R P
. . prin tehnologia PCER . e
n
. . Tag-polimearza . ‘L Revers trancriptie
. . riN?;fr -1 AAABAAASRALRY,
n .q 1 -
. . primeri R ADNc oligoldT)
. . T ¥
L] u 1 J r 5
. Fragmente AT : v ‘L PCR
" . i _ . » Electroforeza 1 J
. e interes FrEETTTTrrT TrFT
. . - ADN T et na i
™ - —
n | ] |; FTTEHETIN ST THETI ST L
- u = i nl..rllienammm
= [ ] = | - - T AT =
. . I e Alinierea TV AAAAAAAAAAAAAN
. - . rimerilor ' o
E =R SR : L i P Fragmente ADTY
. . “de interes™”
. " \;Elungm
. . '
:llllllllllllllllllllllllllllllll‘ U

Fragmente ADTN

"de interes”’



Bll1zolare genelor/fragmentelor ADN de interes prin utilizarea endonucleazelor
de restrictie (ER/restrictaze)

Utilizarea Endonucleazelor de restrictie
care scindeaza legaturilor fosfodiesterice din

ADN.

Cea mai simpla metoda de
izolare a fragmentelor de ADN

Enzime de restrictie
https://www.youtube.com/watch?v=rhd fBPyzSM

the incoming phage DNA at

Arestriction enzyme cleaves
recagnition sites.

/ Hi Other enzymes degrade the phage i
DNA into smaller fragments.

host cell DNA block the restriction enzyme and protect

. A
Bacterial Host Methyl groups at the restriction sequence
the bacterial DNA from being cleaved.

Endonucleaze de restrictie recunosc secvente de 4-8 (de obicei 6) nucleotide - site de
restrictie, pozitie in care este clivat ADN-ul (scindarea legaturilor fosfodiesterice din ADN).

I Pozitile de restrictie intr-o molecula de ADN pot fi prezise daca secventa ADN este
cunoscuta. Aceasta caracteristica sta la baza clonarii genelor si a altor activitati ale

tehnologiei ADN recombinant.


https://www.youtube.com/watch?v=rhd_fBPyzSM

Tipuri de enzime de restrictie utilizate in obtinerea moleculelor de ADN

recombinant (ADNr)

Exista mai multe tipuri de ER, insa in obtinerea ADNr
sunt utilizate ER din calasa: |, Il si lll.

E | si E lll - dependente de ATP, sunt utilizate in
modificarea unumitor baze azotate prin metilare.

E | cliveaza secventa randomizat iar E Ill in / langa
situsuri specifice.

Aceste enzime nu permit un control strict asupra
pozitiei clivarii in raport cu secventa specifica din
molecula de ADN recunoscuta de enzima

HH

I
\H

Recognition

sequence Type lorlll

restriction endonuclease

DNA

|

Type ll
restriction endonuclease

I
I

1

E |l este pe larg utilizata in engineria genica - nu sunt ATP dependente si sunt site-

specifice.

Digestia ADN-ului cu o E de tip Il are ca rezultat un set reproductibil de fragmente
ale caror secvente sunt previzibile, daca se cunoaste secventa moleculei de ADN

tinta.

*Enzimele de restrictie recunosc secventa de nucleotide  ? indiferent de

originea_?




Functia ER utilizate in obtinerea ADN recombinant (ADNr), principiu
general de actiune

E (H) recunosc secvente specifice de 4, 6,8 nucleotide cu structura de palindrom
(secvente repetate invers), avand simetrie rotationala de tip doi, numite situsuri.

* Palindrom - secventele se citesc similar in directia de la 5 la 3 pe ambele catene (ex.
cuv. mom)

Axa de simetrie

5-GTT YAAC-S 5'-G ! GATCC-3 S-GACGUIND) J’ -5
3Cas 2 TTG-5 3'—CCTAGT G-5' 3-CTECGITI0 -5
Secvente ADN Secvente ADN Secvente ADN taiate
tiiate drept tiiate decalat decalat la distante
diferite
fragmente cu extremitati complementare fragmente cu extremitafi
. monocatenare cu secvente
capete drepte sau coezive

nespecifice

* EcoRI contine cca. un site de clivare la fiecare 4,000 pb genom procariot

tipic, sau 4 gene procariote. De aceea, aceasta enzima este pe larg utilizata
in clivarea genomurilor mici (virusuri).



Comparatie intre endonucleazele de restrictie de diferite tipuri

Sistemele de tip Il includ enzime separate care indeplinesc functiile de metilare si de restrictie.

Exista si un al IV-lea sistem de restrictie/modificare: contine o enzima de restrictie care recunoaste
si cliveaza o secventa de ADN metilata.

Anumite tulpini de Steptococcus pneumoniae contin enzima Dpnl care cliveaza secventa GATC
doar daca aceasta este metilata; aceste tulpini nu prezinta o metilaza care sa metileze secventele
GATC. Alte tulpini ale acestei bacterii prezinta enzima Dpnll, care cliveaza GATC nemetilate, dar
aceste tulpini prezinta metilaze specifice, care modifica aceasta secventa, astfel incat ADN-ul lor
este metilat. Dpnl poate fi folosita pentru restrictia de substraturi metilate, substraturi pe care
enzimele care recunosc aceeasi secventa sunt inactive (Mbo |, Sau3A |). Ambele sisteme vor
restricta ADN-ul strain care intra in tulpina bacteriana si prezinta un model diferit de metilare.
Sistemele de restrictie care recunosc si cliveaza ADN metilat sunt rare si mai putin eficiente,
deoarece vor degrada doar moleculele de ADN care prezinta un model specific de metilare.

Tip IV Tip |l Tiplll Tipl
Structura proteica Enzima bifunctional Metilaze si endonucleaze | Enzima bifunctionald care | Enzima bifunctionala care
distincte contine 2 subunitati contine 3 subunitati
Situs de recunoastere T . Secvente de 4-6 pb, Secvente asimetrice de 5-7 | Secvente bipartite i
Secvenia ADNmetla | o ocor valingromice ob asimetrice
Situs de clivare Acelasi sau apropiat de Acelasi sau apropiat de La24-26 pbinavalfatade | Nespecific, la mai mult de
situsul de recunoastere situsul de recunoastere situsul de recunoastere 1000 pb de situsul de
recunoastere
Restrictie si metilare Reactii separate Reactil separate Simultane Exclusive
Functie modificare/restrictie metlare/Testrictie modificare/restrictie modificare/restrictie




DIVERSITATEA ENZIMELOR DE RESTRICTIE
Aproape 4000 de enzime de tip Il au fost izolate si peste 600 sunt disponibile pentru utilizare in
laborator. Multe enzime au situsuri tinta hexanucleotidice, dar altele recunosc secvente mai scurte
sau mai lungi.
Exista enzime cu secvente de recunoastere degenerate (situatie ambigue), acestea recunosc
mai multe secvente (familie de site-uri conexe), care incep si se termina cu anumite baze. De ex.
Hinfl (Haemophilus influenzae), recunoaste 5’GANTC3 ', N este orice nucleotida: 5'GAATCS',
S'GAITC3', 5'GAGTC3', si 5'GACTC3'.

Enzima de Bacteria Tulpina/enzima Secventa recunoscuta/
restrictie Locul sectionarii
Eco RI Escherichia coli RY 13, enzima 1 G|AATTC
Bam HI Bacillus amyloliquefaciens H. enzima | G|GATCC Cel mai des utilizate in
Bgl 11 Bacillus globigii enzima 2 A|GATCT tehnicile ingineriei
gal II irrep.r(;m_\*(:'es a!bu.s;. fi‘réilma l. 1 g%’g(é(;\?g genetice: Hae I1I, Eco
St rovidencia stuartii 4, enzima
Hind 11 Haemophilus influenzae D, enzima 2 A|AGCTT RV, Eco Rl, Tagl, Notl
Kpn I Klebsiella pneumoniae enzima | GGTAC|C U
Xbal Xanthomonas bradii enzima | T|CTAGA
Sau 3AI Staphylococcus aureus 3A, enzima | N|GATCN
(N = oricare baza)
Hae III Haemophilus aegypticus enzima 3 GG CC

Nomenclatura enzimelor de restrictie a fost propusa de Smith si Nathans (1973) - acronim format din trei
litere, din care prima reprezinta genul, iar urmatoarele doua, specia bacteriei la care s-a identificat enzima.
Acest acronim poate fi urmat de o litera si de cifre, care semnifica tulpina bacteriana din care s-a izolat
enzima de restricie, si respectiv numarul enzimei identificate la specia in cauza. De ex. EcoRI reprezinta
enzima izolata din Escherichia coli, tulpina R, enzima I, dar si EcoRII si EcoRV sunt sisteme diferite derivate
din tulpina R de E. coli.



ER pot fi utilizate in diferite concentratii, timp de incubare si combinatii de ER diferite,
rezultand mai multe fragmente care ulterior sunt separate prin electroforeza in gel.

AGCCTACGTTGCATGGATCCTTACGGCCTACATGCTGA

TCGGATGCAACGTACCTAGGAATGCCGGATGTACGACT

*Idenﬂﬂurea SR
SREamHI SR Haalll

AGCCTACGTTGCATGGATCCTTACEGCCTACATGCTGA

mT
TCGGATGCAACGTACCTAGGAATGCCGGATGTACGACT

+ Clivare enzimatica

BamHI Haelll

AGCCTACGTTGCATGGATCCTTACGGCCTACATGCTGA

TCGGATGCAACGTACCTAQGMTGC GGATGTACGACT
+ Fragmente de restrictie (FR)

¥

RN N N T R I GQGIﬁEﬁIQEIQﬁ
TCGGATGCAACGTACCTAGy ,GAATGCCy GGATGTACGACT
FR, capete acezie FRy  capeta neadezive FR3

AGCCTACGTTGC TGS; EGATCQWﬁQQQS

Sunt mai multe modalitati de vizualizare si
documentare a rezultatelor restrictiei, insa,
primar este necesara separarea fragmentelor
care se realizeaza in gel de poliacrilamida
(PAAG) sau agaroza

Agarose Gel Electrophoresis  https://www.youtube.com/watch?v=vq759wKCCUQ

R
CeGE SR Haelll

[ spmm—

s

Divide solution containing cloned DMNA
into three portions.

1
T t

v vy
L

Cutwith EcoRl  Cut with BamH| Cut with EcoRl|
and BamHl|

Load each digested sample into gel,
along with size markers in a fourth lane.

Size EcoRl BarmHI| EcoRI/
Markers BarmHl
L — e —
15| — kY
13| —
| — 2o A0
f=] —_—
&5l —
= = =
55| — 53
s — 5 5
as5| — 4.5
4| — -4
5 — 3
25| — zs
- —_— —_—
i —_—
+ Gel results
BamHl| sites
7 5.5 14
I ] 1
i i
n
| Il ?I It
5 4.5 7 10
EcoR| sites



—

Butter solution

IL |

Bromura de etidiu
(mutagen puternic).
Sensibilitate -10 ng
de ADN

7

Clivarea, ution
fragmentelor ADN
si izolarea in gel-
agaroza
Enzyme 1

=

:I'I.I‘i.- mes
1+2

Restriction Restriction enzyme If both
%Agarose 075 100  1.25 enzyme 1 cuts 2 cuts the DMNA restriction
13k the DNA once, once, at a different enzymes are
-—5kb resulting in restriction used, two cuts
12kb ——— fragments A sequeance. are made in
- e and B. ) - the DNA. J
skb— [ \ / P -
.l' "
§ o
-—1kb -~ 1 2 1+2
ot Sr x
~ Each sampleis gy o ey = [ [ | O
S __05kb loaded into u:uneJ —_—
. well in the gel. —
= Gel de agaroza: - Mediu —= g
0,5%,- molecule de 1-30 kb; t -
0.5kb -—— 0,3% - molecule de pani la 50 kb; LEL LI, E
g:f) - molecule mai mici de 100-500 ADN are
sarcina “-” i A
Electroforeza in gel de agaroza - metoda standard
pentru vizualizare rezulatelor ER. Se utilizeaza separarea D D
AN prin electroforeza PAAG in scopuri de secventiere @ @

ADN, sau genotipare (obtinerea amprentei genetice)



Fragmentul de ADN studiat (de ex. contine o gena) poate fi decupat din gel, ADN-ul
purificat si analizat in continuare (clonare, secventierea fragmentului).

Daca dimensiunea fragmentului de interes nu este cunoscuta, atunci se utilizeaza
hibridizarea Southern-blot (de la numele inventatorului Edward Southern, 1975).

Singura cerinta pentru ca acesta metoda sa fie aplicata - cel putin o parte din secventa
de ADN de interes sa fie cunoscuta sau prezisa.

|dentificarea secventei tinta se face pe baza hibridarii ADN-tinta cu o sonda (secvente
scurte de ADN monocatenar, marcate radioactiv sau cu agenti fluorescenti si care sunt
complementare secventei de interes).

Tehnica Southern-blot (tehnici in faza solida) consta din urmatoarele etape:

(1) extragerea din tesut/celule a ADN-ului genomic cu greutate moleculara mare;

(2) digestia enzimatica a ADN-ului cu diferite ER, fiecare producand fragmente de
lungime diferita;

(3) separarea fragmentelor de restrictie prin electroforeza in gel de agaroza;

(4) denaturarea fragmentelor bicatenare cu o solutie alcaling;

(5) transferul capilar al fragmentelor de ADN pe membrane de nitroceluloza si fixarea
acestora de membrana prin incalzire treptata - 80° C sau UV cross-linkage;

(6) hibridizarea cu sonde monocatenare radioactive;

(7) autoradiografia pentru vizualizarea hibrizilor ADN tinta - ADN sonda si interpretarea
rezultatelor.



Prezentare schematica a hibridizarii Southern-blot

A gel is placed in GJ'EI
a basic solution
that denatures fi'ﬂ i 'r |

A nylon filter picks

up the DNA from the
qgel, creating a blot.

tha DNA. /E I I
1-.

The filter is placed in
a solution and a
radioactively labeled
single-stranded DNA
probe is added.

Fragmentul tinta
este ultrerior

excizat din gel (se
repeta fractionarea
in gel), purificat si
clonat.

The probe hybridizes /
to its unique target
sequence onthe
denatured DNA,

—a

sequence



Prezentare schematica a hibridizarii Southern-blot

Southern Blot Analysis

Genomic DNA was purified from the tissues of seven mice, and
each sample was subjected to digestion with the restriction enzymes
EcoRl. Digested samples were separated by electrophoresis in an
agarose gel, as illustrated in Fig. 9.4.

Stain with

ethidium bromide
to visualize total
genomic DNA under
UV illumination.

Buffer
solution

Sponge
Gel

MNitrocellulose paper
Stacked paper towels

T shows direction of DMA movement
from gel into filker

Southern Blot Method https://www.youtube.com/watch?v=CSrUm-EgTK4
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https://www.youtube.com/watch?v=CSrUm-EgTK4

The Southern blot is removed from the blotting apparatus, incubated with NaOH to denature the transferred DNA, and then baked and

exposed to UV radiation to attach the single-stranded DMA to the blot.

High temperature

UV exposure

The blot iz incubated with
radicactive probe for a mouse
major histocompatibility gene H2K,

The distnbution of unlabeled mouse
genomic restriction fragments
transferred from the gel to the blot is
shown in black; red bands indicate
locations on the blot where the HZK
probe has hybndized to homologous
mouse genomic DMA fragments.

Blot 1=z removed,

washed, and exposed -
to X-ray film.

Detection of radioactive label
A B C D E F G

— 10

—_ 11
— 12

— 13

In each genomic DNA sample, the HZK
probe hybridizes to all 2030 major
histocompatability-related genes present
within the mouse genome.
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Biblioteci de secvente a genei de interes partial **Dacd pentru o enzima

. . L. data sunt n situsuri
digerate (fragmente de restrictie) intru-un scgment ADN

RE1 RE1 RE1 ' atunci numarul fragment

site site sife

l l l ) obt. va fi n+1
A b Source

DA, o w__ee
Rezultatele genotiparii
Partial digestion

| with @ restriction cu diferiti marcheri
l endonuciease moleculari (RFLP,

i 4 RAPD, SSR etc.)sunt
utilizate in diferite
scopuri, inclusiv

d cartografiere si
obtinerea hartilor
genetice a
cromozomilor intregi
a4 b " d sau pe regiuni

-

3]

a+b+c

b+c+d

c+d

211 b 1 c+d
|3 | 1T

! Fragmentele de restrictie obtinute prin digestia enzimatica a ADN-lui au
lungime variata in functie de numarul situsurilor de restrictie - reprezinta

materialul initial in izolarea, clonarea genelor si obtinerea constructului genetic
utilizat in transformare



-Izolarea genelor/fragmentelor ADN ,,de interes” prin utilizarea Reactiei de
polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction — PCR)

IZOLAREA FRAGMENTELOR DE ADN UTILIZAT IN TEHNOLOGILA ADMN-LUI

RECOMBIMNAMNT
?‘Q
iw
=
Izolarea fragmentelor de ; sintezra enzFimatici a
AT prin digestie cu B ATDT-Tui complimentar
I"EStIZ"iEtEI.IE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENER

ARMm
—_—— eTT—AAARAAAARAL
T T AAARRASABIAL,

Sinteza chimica si
multdplicarea
Iragmentelor de ATV

prin tehnologia PCR - T AAAARARAALAY,

Tag-polimerza ‘L Revers trancripte

ENTE T AARAAMBBAALSY,
ADN  ~ § —
primeri 2 -:3;_] ADMNe | cligoldT)

AR B B T

| ’
A A PCR
Fl:e:lgm-ente . ™~ Elecimoforezra l I ‘L ______ I
de interes o T ,..;,“,__,._
= | AT HEH DN HETT T - L
= = | h enalurare
— _uu_uu_uu_uu_-u Alinierea R AR AAA WARAASANNA,
- rimwerilor
F Fragmente ATHTN

"de interes’’

f f“““““ngm

Fragmente ATV

de iInteres’’

5
7



Principiul metodei PCR Desi au fost mai multe metode
cu rezultate similare, inca din

anul 1971, inventia PCR este
atribuita lui Kary Mullis (1983).

PCR este o altd metodad de izolare dar si de multiplicare a ADN. Amplificarea/sinteza in vitro a
diferitor fragmente de ADN este posibild prin utilizarea polimerazelor, a unor secvente
nucleotidice specifice numite primeri/amorse (P), a oligonucteotidelor ADN sintetizate chimic
(dNTP, dezoxinucleotide) si a altor componente moleculare.

Aceasta metoda a fost posibila in urma descoperirii ADN polimerazelor, termostabile (de la
Thermus aquaticus — Tag-polimeraza si de la Pyrococcus furiosus — Pfu-polimeraza). In prezent
sunt diferite variante recombinante ale enzimei, cu caracteristici imbunatatite

De ce avem nevoie ?

 Termocycler —amplificator

JADN polimeraze, purificate si termostabile (Taq-polimeraza/Pfu-
polimeraza alte.)

LOligonucteotide ADN sintetizate chimic (ANTP A/T/G/C)

Primeri - doua secvente nucleotidice complimentare catenelor ADN
(sens si antisens), atasate la capetele regiunii care urmeaza a fi
amplificata, P. sp. -20-25 n. P. arb.- 10 n

dMatrita ADN (izolat din material biologic si purificat)

How to perform colony PCR: https://www.youtube.com/watch?v=Crv38J3_ZnM
PCR reaction types and applications: https://www.youtube.com/watch?v=woYiVOKUUsk



https://www.youtube.com/watch?v=Crv38J3_ZnM
https://www.youtube.com/watch?v=woYiV0KUUsk

Principiul tehnic al PCR - cicluri de crestere a temperaturii - scaderea
temperaturii, repetate succesiv, in scop de denaturare, renaturare
(aliniere), sinteza (elongare) ADN

double-stranded DNA
target DNA
denaturation: T =94 =95°C
v t=30—_ 603 cycle number target copies
1 2
Ll sl b b primer annealing: ‘ 4
T = about 5°C below the lowest 3 8
T of the primers to be used 4 16
t=30-60s —
5 32
l primer extension: T=72"C 6 64
t in min = equal to the number of kb 20 1,048,576
= of the product to be amplified 30 1,073,741,824
two copies of the
original target DNA
Agarose gel
electrophoresis 12 3
number of cycles: y
max. 45 —

Vizualizare/analiza- electroforeza 30



5 ——
o LULRRTURIRUIRNLN Target DNA
]

5

3

5

3

5
3

o+ E—
T
3

Region to be amplified

l Denaturation 94°C

* O 3
[ERRRERRRERERRRED] 3

(QEiEEIEEIRBRIEELN .
——

l Cool to 50-60°C

| E—— 3
IIIIIIIIIIIIIIII 3

Primers
—
IIII IEEEEEEEEILR

5

in etapa 1 PCR - produse lungi sintetizate de pe fiecare catenad a ADN-

ului tinta. Aceste polinucleotide au extremitatile 5' identice si

extrimitati 3' aleatoare, reprezentand pozitii in care sinteza ADN se
termina intamplator.

l DNA synthesis 72°C

I —
EEIRRIREERRNNN.Y ’
T E———

T 3,
[ —— S

‘Long’ products

o —————————————————— &}
3,IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII;,'
)

5" I 3
3,-.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5,
]

l Denature

l DNA synthesis

-

-

]
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
mm|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

L 1

‘Short’ product accumulates o,
in an exponential manner

= Ciclul de denaturare-aliniere-sinteza se repeta,
produsele lungi servesc ca matrite pentru
sinteza ADN-ului nou, generand, in cel de-al 3
ciclu, produse scurte, cu extrimitatile 5' si 3'
specificate de primeri aliniati specific.

First-cycle products

= In ciclurile urmatoare, nr de produse specifice
se acumuleaza exponential pana cand un
component al reactiei este epuizat. Dupa 30
de cicluri -130 de milioane de ampliconi
derivati din fiecare molecula de pornire (se
obtin micrograme de produs PCR din cateva
nanograme sau mai putin de ADN tinta).

Second-cycle products

!

AR 11115 — A |
garose ge
I,Denamre electrophoresis 1.2 3
innIEENEEBRNOEEEEERRN — : 4

l DNA synthesis

TN
Third-cycle products
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PRODUCT INFORMATION
Taq DNA Polymerase (recombinant)

#EP0402

Concentration:
Lot: 00126386

s00U

5uul
Expiry Date: 11.2016

Store at -20°C
NHLELSCARNRNARAL O RO
06040200126886111688

www.thermoscientific.com/onebio

Ordering Information

Taq DNA Polymerase {recombinant)

Component HEP0401* | #4EP0402 | HEPO405 | #EP0406

Taq DNA Polymerase,

sl 100u 500u 5x500u | 10x500u
o Taq Bullerwih | g5 mL|2xt.25 mi|10¢1.25 mi. [20x1.25 mL
10X Taq Buffer with

{NH42S0¢ 0.6mL |2x1.25 mL|10x1.25 mL | 20x1.25 mL
25 mM MgCl, 0.6mL |2x1.25 mL|10x1.25 mL | 20x1.25 mL

Taq DNA Polymerase (recombinant), LC

Component #EP0403* | #EP0404
Tag DNA Polymerase, 1 wpl 100 u 500 u

10X Taq Buffer with KCI 06mL |2x1.25mL
10X Taq Buffer with (NH4)2SO4 06mL [2x1.26mL
25 mM MgCla 06mL [2x1.26mL

* Not available in USA and Canada.

mev. 12 INNKILINNIENAEN DA IR 0
[OEH] z

0700000012000077

Description

Taq DNA Pclymerase is a highly thermostable DNA
polymerase of the thermophilic bacterium Thermus
aquaticus. The enzyme catalyzes 5'—=3' synthesis of DNA,
has no detectable 3'-»5' exonuclease (proofreading)
activity and possesses 5'—3' exonuclease activity. In
addition, Taq DNA Polymerase exhibits decxynucleotidyl
transferase activity, which frequently results in the addition of
extra adenines at the 3'-end of PCR products.

Recombinant Taq DNA Polymerase is ideal for standard
PCR of amplicons 5 kb or shorter.

Applications

+ Routine PCR amplification of DNA fragments up to
5kb (1).

+ Generation of PCR product for TA cloning.

+ DNA labeling (2-4).

» DNA sequencing (5).

Source
E.coli cells with a cloned pol gene from Thermus aquaticus
YT1.

Definition of Activity Unit

One unit of the enzyme catalyzes the incorporation of
10 nmol of deoxyribonuclectides into a polynucleotide
fraction (adsorbed on DE-81) in 30 min at 70°C.
Enzyme activity is assayed in the following mixture:

{67 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 6.7 mM MgClz,

1 M 2-miercaploethainol, 50 M NaCl, 0.1 mg/ml B3A,
0.75 mM activated salmon milt DNA, 0.2 mM of each dNTP,
0.4 MBg/mL PH]-ATTP,

Storage Buffer

The enzyme is supplied in: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0},
1 mMDTT, 0.1 mM EDTA, 100 mM KCI,

0.5% (v/v) Nonidet P40, 0.5% (v/v) Tween 20 an
50% {v/v) glycerol. \

10X Taq Buffer with KCI
100 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C}, 500 mM KCl,
0.8% (viv) Nonidet P40.

10X Taq Buffer with (NH4):S0«
750 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 200 mM (NH4)2S04,
0.1% (v/v) Tween 20.

Inhibition and Inactivation

+ Inhibitors: ionic detergents (deoxycholate, sarkosyl
and SDS) at concentrations higher than 0.06, 0.02 and
0.01%, respectively (6).

+ Inactivated by phenalichloroform extraction.

PROTOCOL

! To prepare several parallel reactions and to minimize the
| possibility of pipetting errors, prepare a PCR master mix by

mixing water, buffer, dNTPs, primers and Tag DNA
Polymerase. Prepare sufficient master mix for the number

| of reactions plus one extra. Aliquot the master mix into

individual PCR tubes and then add template DNA.

1. Gently vortex and briefly centrifuge all solutions after
thawing.

2. Place a thin-walled PCR tube on ice and add the following
components for each 50 pL reaction:

10X Taq Buffer 5pL
dNTP Mix, 2 mM each {#R0241) |5 pL (0.2 mM of each)
Forward primer 0.1-1.0 uM
Reverse primer 0.1-1.0 uM
25 mM MgClI2* 1-4 mM
Template DNA 10pg-1pg
Taq DNA Polymerase 1.25u
Water, nuclease-free (#R0581) |fo 50 pL
Total volume |50 pL

*Volumes of 25 mM MgClz, required for specific final MgClz
concentration: =

Final concentration of MgCl, mh 1 ]15] 2285 |2

oiume of 25 mM MgClz 1o be added
for 50 pL reaction, pL 2 -3 4 5. 6 8

/
3. Gently vortex the samples and spin down.
4, If using a thermal cycler that does not use a heated lid,
overlay the reaction mixture with 25 pL of mineral oil.
5. Perform PCR using recommended thermal cycling
conditions:

Step Tempf(r:atura, Time Nt::r;;:; of
Initial denaturation 95 1-3 min 1
Denaturation 95 30s
Annealing Tm-5 30s 2540
| Extension 72 1 minfkb
Final Extension 72 5-15 min 1

GUIDELINES FOR PREVENTING CONTAMINATION
OF PCR REACTION

During PCR more than 10 million copies of template DNA
are generated. Therefore, care must be taken to avoid
contamination with other templates and amplicons that may
be present in the laboratory environment. General
recommendations to lower the risk of contamination are as
follows:

+ Prepare your DNA sample, set up the PCR mixture,
perform thermal cycling and analyze PCR products in
separate areas.

+ Set up PCR mixtures in a laminar flow cabinet equipped

with an UV lamp.

Wear fresh gloves for DNA purification and reaction

set up.

Use reagent containers dedicated for PCR, Use positive

displacement pipettes, or use pipette tips with aerosol

filters to prepare DNA samples and perform PCR set up.

» Use PCR-certified reagents, including high quality water
(e.g., Water, nuclease-free, (#R0581)).

+ Always perform “no template control’ (NTC) reactions to
check for contamination.

GUIDELINES FOR PRIMER DESIGN

Use the ThermoScientific REviewer primer design seftware
at www.thermoscientific.com/reviewer or follow general
recommendations for PCR primer design as outlined below:

1+ PCR primers are generaliy 15-30 nucieotides iong.

+ Optimal GC content of the primer is 40-60%. Ideally, C
and G nucleotides should be distributed uniformLy along
the primer.

Avoid placing more than three G or C nuclectides at the
3-end to lower the risk of non-specific priming.

If possible, the primer should terminate with a G or C at
the 3'-end.

Avoid self-complementary primer regions,
complementarities between the primers and direct primer
repeats to prevent hairpin formation and primer
dimerization.

| » Check for possible sites of undesired complementary

between primers and template DNA.

. When designing degenerate primers, place at least
3 conservated nucleotides at the 3'-end.
When introducing restriction enzyme sites into primers,
refer to the table “Cleavage efficiency close to the termini
of PCR fragments” located on
www.thermoscientific.com/onebio to determine the
number of extra bases required for efficient cleavage.

+ Differences in melting temperatures (Tm) between the two

primers should not exceed 5°C.

{continued on reverse page}
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Exemplu de program PCR cu primeri
specifici pentru izolarea si amplificarea unei *°
gene cunoscute

I. Denaturare: 2 min. at 95 °C;
I1. Renaturare si sinteza: 40 cycles

1. denaturare: 30 s at 95 °C

2. aliniere: 1 min at 60° C

3. elongare: 1 min at 72 °C

I11. Elongare finala (optional)

d

gouotototh
tLtotttoge
goyatttooa
COaagagaas
taggtototh
goagatgoas

aaatagoags
[ urh o8 o e e o e e
gttocooatt
tooaagatag
toaaaatato
cottttocaga

attoodgaaat

3.0

1.0
0.5

Primers (5'-3") for BRiE0

A (AGTGAATCATTGGCTACGTTTAGAG)

B (AAAGTACCTTCCATCAGATCCTTCT)
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Diferenta dintre PCR cu primeri specifici si nespecifici
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Primeri arbitrari (10 nucleotide) ex. GTACTCGGTA

Primerii se aliniazia/hibridizeaza in multe regiuni de pe cromozom

Target
DNA

Primers

Se vor amplifica doar secventele unde primerii sunt
apropiati si amplasati in directee opuse sens/antisens

Resultat: mai multe regiuni ale genomului au fost
amplificate si vizualizate pe gel de agaroza colorat cu
bromura de etidiu

Profilul RAPD obtinut cu un singur primer
la trei plante diferite




? .f’i Puncte forte ale PCR

' OSensibilitate si Specificitate (in special daci este asociat cu metode de

- hibidizare cu sonde si secventiere ADN)

UObtinerea unei cantitati mari de ADN, usor de analizat: pentru ADN
recombinant, identificarea unor fragmente specifice prin hibridizare, pentru
secventiere, etc.

UAplicatii practice in baza a diferitor variante PCR (diagnostic medical,
starea de homo/heterozigotie) si de cercetare (polimorfism genetic, amprenta
genetica, cartografiere etc.)

Dtectia ADN-ului viral cu mult timp inainte ca virusul sa atinga niveluri necesare
pentru a initia un raspuns la boala este deosebit de important in identificarea
timpurie a tumorilor induse de virus, astfel programele de tratament pot fi initiate
inainte ca sa se dezvolte boala/tumoarea.

Cantitati mici v e .
de ADN initial Limitari

(fire de par, Esantioane foarte mici - proba poate deveni nereprezentativa
pete de sange  JSensibilitatea este in functie de calitatea ADN izolat

si alte . o .
Specimene UPCR nu pot fi izolate gene sau alte parti ale genomului absolut

medico-legale, necunoscute (deficiente in proiectarea primerilor)
oase, ramasite (] Secvente de pana la S kb usor sunt amplificate, cele de pana la 40
conservate in - kh _este posibil prin LongPCR. Fragmente mai lungi de cca 40 kb nu

:?;:glggice). pot fi obtinute prin PCR.



Blizolarea genelor/fragmentelor ADN ,,de interes” prin sinteza ADNc
Reverse Transcription — PCR

IZOLAREA FRAGMENTEL OR DE ADN UTILIZAT IN TEHNOLOGILA ADMN-LTI

RECOMBINANT

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETS

Izolarea fragmentelor de = Sinteza en@Fimatici a .
AT prin digestie cu . ATTN-Iui complimentar :
restrictaze . :

] o ] . ARMm .

Sinteza chimicia gi T I

multiplicarea . . :

fragmentelor de ATOTY . :

prin tehnologia PCR 8 —— T -

Tao-polimerza . . ‘L Revers trancriptie :

dMNTF ' . AAABAASADAEY,

ADN 4, . ~a T "

primeri 0 Cﬁ_ﬁ\] . ADMe * oligoidT) :

. - AADAARASNAIRY, )

A . PCR "

FI:E}gH‘tEIItE . N Electroforeza - ‘L L .

de interes E AN T :

— Denaurane E ‘L :

— — EITTITESTITITTTTTTEETTTITRTTTY ﬂ].iniema E - -\. _.-n.._-;__ -.__n_:J.;_rulh.*;_-n.. P :__-.._ S, :

https://www.youtube.com/watch?v=4C - : 1 primerilor - ' F N c S N "
f 'm1—'m'rn'—rn'n—'111'r'—rn'r [ ] raocmente ._':'L I :I L

sLLcvelBO T a P FHRSTHPES e . e - .
T . de interes ;

}Elungam n .

T : :

:lllllllllllllllllllllllllllllllllllllll‘

Fragmente ATV

https://www.youtube.com/watch?v=E7eqc4r2iwl de interes

b=

https://www.youtube.com/watch?v=0MJIbrS4fbQ



ARNmM
\—//,\AMAAAAAA{A)H
_ A,

- AAAAAAAAA(M),
l Revers trancriptie

TTTTTTITTITT T T T T TrTTTT AAAAAAAAAA(A),
-t

ligo(dT)
+ o}

ADNc A

l PCR

v
I FEFT A 1 I LI EEE

FE NI

I TIVWWWWWWVAAAAMAAAAA

F 2 1 T 11

Fragmente ADN de interes
Colectie de ADNc

Izolarea si ulterior clonarea poate
incepe si prin extragerea
ARNtotal/ARNm din tesuturi in faza de
dezvoltare, in care gena ,,de interes”
este expresata.

Prin sinteza copiilor ADN de pe ARNm
(transcriptie inversa) se obtine ADNc¢

Protocolul este asemanator cu cel
standard pentru PCR pe ADN, doar ca
se utilizeaza revers-transcriptaza (ADN-
polimeraza-ARN-dependentd) si RNasin
(inhibitor de RNaza).

Se aplica si tratarea cu DNaza pentru a
evita contaminarea cu ADN.

Avantaj — secvente expresate /regiunea codanta a genei, concluzii cu referire la produsul de

expresie genica

ADNCc poate fi folosit ca sonda pentru a recunoaste rearanjarile structurale ale unei gene.
Dezavantaj - nu ofera informatii despre regiunile de flancare exon / intron, structura unei gene.



RT-PCR (PCR precedat de revers-transcriere)
In general, 1 ug ARN total este suficient pentru amplificarea
ARNM/ADNCc care este in 1-10 copii/celula.

Ca primeri de reverstranscriere se pot utiliza oligo(dT) si
hexameri aleatori (care asigura amplificarea nespecifica a
ADNCc) sau poate fi utilizat un primer antisens/revers specific,
care urmeaza a fi utilizat in reactia PCR.

Cand se analizezaza ARNm din organisme eucariote se
recomanda ca primerii sa fie derivati din exoni distincti, astfel
se va evita obtinerea ampliconilor nespecifici, sintetizati de pe
ADN (o posibila contaminare), iar ampliconul (produsul rezultat
in urma reactiei PCR) obtinut va fi cel prevazut.

Sinteza produsului poate fi urmarita in timpul

PCR in timp real (Real-time PCR)

in cea mai simpla variantad de Real Time-PCR se utilizeaza
un colorant (de ex. SYBR Green) care se introduce in
amestecul PCR. Acest compus emite un semnal
fluorescent atunci cand se leaga de ADN bicatenar.
Intensitatea semnalului fluorescent indica continutul
produsului sintetizat. Dezavantajul — se masoara cantitatea
totala de ADN dublu catenar in reactia PCR, fapt ce poate
supraestima cantitatea reala de produs.

Primerii uneori se refac singuri in diverse moduri nespecifice,
sporind cantitatea de ADN dublu catenar prezent in mediul de
reactie analizat (primeri dimerizati).

Tissue of origin with expressed gene
Poby(A) tail

RNA | AAAAAA

L
L

Add oligo{dT) primer

and dTNPs
. 1 AAAAAA
TTTTTT

DA symithesis

[E8]

]

Feverse transcriptase

) AAAAAA
LTTTTI

Ribznuclease degrades
mast of RNA

e L]
[ Mg R NN}

L

=

I
I
I

ITTTTI

Synithesis of second strand
by DNA polymerase |

Xy

Lt L]
=
-
-
-~
=
-

] 3
'TTTTT 5

Complets second strand

cONA

Ly

A. Preparation of cDNA (scheme)

Digital PCR vs. Real-time PCR:
https://www.youtube.com/watch?v=R92_RwoRSTk

Coronavirus Test: Real time RT-PCR:
https://www.youtube.com/watch?v=ThG_02miqg-4
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https://www.youtube.com/watch?v=R92_RwoRSTk
https://www.youtube.com/watch?v=ThG_02miq-4

Thermo Scientific RevertAid Reverse

Transcriptase

Pub. No. MANO012757
Rev. Date 17 June 2016 (Rev. B.00)

Protocol for First Strand cDNA Synthesis

The following protocol is optimized to generate first-strand
cDNA for use in two-step RT-PCR.
Mix and briefly centrifuge all components after thawing,

keep on ice.
1. Add into sterile, nuclease-free tube on ice in the indicated
order:
total RNA 0.1 ng-5 ug
Template or
RNA poly;(f‘} RNA 10 pg-500 ng
specific RNA 0.01 pg-0.5 ug
Oligo(dT)s (#SO131) 0.5 pg (100 pmol)
Primer Rancc‘irom hexamer (#50142) 0.2 pg (100 pmol)
gen{;r-speciﬁc primer 15-20 pmol
DEPC-treated water (#R0601) to 12.5 uL

2. Optional: If RNA template is GC rich or is known to
contain secondary structures, mix gently, centrifuge
briefly and incubate at 65 °C for 5 min, chill on ice, briefly
centrifuge and place onice.

3. Add the following components in the indicated order:

5X Reaction Buffer 4 uL
Thermo Scientific™ RiboLock

RNase Inhibitor (#£00381) 054l (20U)

dNTP Mix, 10 mM each 2 1L

(#R0191) (1 mM final
concentration)

RevertAid Reverse Transcriptase | 1 L (200 U)
Total volume | 20 pL

Mix gently and centrifuge briefly.

4. If oligo(dT)1s primer or gene-specific primer is used,
incubate 60 min at 42 °C.
If random hexamer primer is used, incubate 10 min at
25 °C followed by 60 min at 42 °C.
For transcription of GC rich RNA reaction temperature
can be increased to 45 °C.

5. Terminate the reaction by heating at 70 °C for 10 min.
Do not heat-inactivate enzyme prior to analysis of long
cDNA to avoid cleavage.

Note

¢ The reverse transcription reaction product can be directly
used in PCR or stored at -20 °C.

e Use 2 uL of the reaction mix to perform PCR in 50 L
volume.



BB CLONAREA GENELOR. VECTORI DE CLONARE

Clonarea ADN in vivo (descoperita la inceputul anilor 1970) — consta in izolarea unui
fragment de ADN, introducerea lui prin ligare intr-un vector si multiplicarea Iui intr-o
celula gazda.

Vectorii de clonare - molecule de ADN care se replica independent de cromozomul
celular, chiar si atunci cand in structura lor sunt introduse artificial fragmente de ADN
strain. Colectia de fragmente de ADN formata constituie o biblioteca de gene.

EcoRl cuts at two different points on
EcoRl | recognition sequences on the two DNA strands,
cuts at

red ﬂrr-::rws/ \
DNA L J

o L. “CGATCCAGG AATTCATCCAGGE AGGCTCTAG ARTTCTTCTAGET
Clonarea este posibila datorita: GCTAGGTCCTTAA 3TAGGTCGG TCCGAGATCTTAZ GAAGATCGA

! 1

EcoRl cuts DNA into smaller fragments. The separated
strands have “sticky ends” with unpaired bases.

1- ER care cliveaza specific ADN si

2- ADN-ligazelor, care leaga

fragmentEIG de restrictie Obtinute AATTCATCCAGCC AATTCTTCTAGCT

c yep e A GTAGGTCGG GAAGATCGA
din diferite surse de ADN, formand TERTCCAGE S v T T 71 S
astfel fragmente recombinate GCTAGGTCCTTAA TCCGAGATCTTAA

(ADNr)
“TGATCCAGGARTTCTTCTAGCT

GCTAGGTCCTTAAGAAGATCGA

i

TThe sticky ends can hydrogen-bond to complementary }

DNA Ligation: https://www.youtube.com/watch?v=xMBC3qg_CbTA sticky ends from other DNAs, and the resulting recom-

binant DNA can be sealed with DNA ligase.



https://www.youtube.com/watch?v=xMBC3q_CbTA

Comparatie PCR versus vectori de clonare in st :

obtinerea copiilor de ADN =

. 1 10 . . nimsal E. coli plasmid
Pentru obtinerea bibliotecelor de gene prin tehnica de clonare * IE:SH, Sﬂm“'i
care implica vectorii de clonare, sunt necesare mai multe zile, e
comparativ cu amplificarea in vitro PCR. < ’
Tehnica PCR permite amplificarea de miliarde de ori a unui N e
fragment de ADN dintr-o anumita regiune a genomului doar 1

Fecombinant
plasmid inside
the bacteriunn

in cateva ore. ( ) Animal gene
. . . the plasmid
Biblioteci de ADN
Biblioteca genomica - colectia de clone ce include cel putin o ﬂi

copie a fiecarei secvente de ADN din genomulul care a fost
fragmentat cu ER. O biblioteca genomica este utild pentru a
identifica s1 1izola o gena de interes prin screening cu sonde C
specifice.

E. coli bactarium

Biblioteci cromozomiale - sunt obtinute biblioteci de ADN o b side
pentru fiecare cromozom separat. Daca o gena este localizata pe |

un cromozom cunoscut cu metode genetice, cercetarea va fi eoteotony \ —
limitata la secventele din biblioteca de gene a cromozomului T p—
analizat. Izolarea cromozomilor este posibila datorita N
dimensiunii si morfologiei diferite ale cromozomilor, fapt ce o

permite separarea cu ajutorul citometriei in flux. ( )

Steps in Cloning a Gene: https://www.youtube.com/watch?v=DiUH4nCUSV0

Many copies of the recombinant plasmid


https://www.youtube.com/watch?v=DiUH4nCUSV0

Biblioteci de ADNCc - colectie de clone de ADNc. ADNCc, fiind sintetizat pe matrita moleculelor
de ARNm, corespunde genelor active transcriptional. ADNc¢ se deosebeste de ADN genomic prin
lipsa intronilor si este identic cu secventa exonilor.

Spre deosebire de fragmentele de ADN obtinute prin digestie cu ER, moleculele de ADNc nu au
capete coezive. Din aceasta cauza, pentru a fi introduse in vector, moleculelor de ADNCc li se
adauga secvente adaptori care confin capete coezive.

ARNm &' AARAAA Y

Obtinerea bibliotecii de ADNc:

J' Adaugarea primerului oligo d(T)
(1) 1zolarea si purificarea ARN total sau

5 LY
ARNm; 3 I 5
(2) Reactia de Revers transcriere; l Sinteza catenei complimentare
’ . o o 3 ADNc cu enzima revertaza
Reverstranscrlptazg formeaza o bucla la Hoteroduplex ARTm - AN (5" I——
capatul 3' al catenei de ADNC; 5
(3) hidroliza ARNm; Hidroliza ARN

(5) sinteza catenei a doua de ADNCc, bucla ADNe monscatenar c 7 ;
serveste in calitate de primer pentru ADN- 5"

Sinteza ADNc hicatenar cu

polimerazé; 1 enzima ADN-polimeraza
(6) inlaturarea buclei cu ajutorul nucleazei S1. 3"
(7) ligarea la capete a unor fragmente cu : o
secvente recunoscute de ER (adaptorilor), care 1 Hidroliza buclei cu

prin digestie va rezulta in capete coezive
(8) introducerea fragmentelor de ADNCc in

vectori MNNNGALT T CNNM oo, Al A0 [NMN G AAT TC MMMNM
MIMCTTAAGMNM ~crororororo TTT TTTINMNC T TASG NMNK

@ EcoRI

5
ADDNMc hicatenar
3"

30
5°

QWTTTTH& -




Insertia fragmentelor de ADN in vectori de clonare

Obtinerea unui plasmid recombinant circular capabil de transformare a bacteriei Escherichia
coli (E.coli) are loc printr-o reactie intermoleculara intre plasmida liniarizata si fragmentele de
ADN cu capete coezive complimentare vectorului, rezultand un hibrid molecular si 0 a doua
reactie intramoleculara, prin care capetele coezive ale hibridului liniar se leagd formand o

molecula recombhinata circulara.

DNA i :
-------------- g v HAaTTC "
i H=vis] { LEREES
Jemmmmm. ————— 1 s CTTAAG CTTAAG =
:.------------.----------------------.
| EcoRt |
Purification Vector OMA
(Flasmid)
lslated DMA li
DN fragment *:gase/
Hast cell N Gene for Ic
(bacterium) antibiotic
— resistance 11 F‘Hh c
f..
Recombinant
asmid
'x%a“ O — e o ———
|c: [E' F )
R R L — e
o] [5 (o] (o] e
| lsermid @ &R —
O—pm 51161 61 (6] Plasmid — —
» [— r isolation _——
Racterial . @ @ & 'E|Eajl'ii_lgE _———
. —— wit - -
genome ol ol lo] o
@) | T
@ @ &R —_—

Bacterial culture in the
presence of antibiotic

Claned
DA fragment

* EcoRlI
N
3'oH CTTA A G Sie
capete 5° terminale
=P G|3oH 5p 3'0H
3'OH CTTAA|Sp 3'oH 5'p
- vector B =N Trsert B
I
intermolecular reaction
b | vector =] insert [

intramolecular reaction

{

) https://www.youtube.com/watch?v=4CsLLcvelB0



https://www.youtube.com/watch?v=4CsLLcveIB0

Clonarea prin adaugarea unei secvente linker/adaptor la ADN-ul ,,de interes” cu capete
drepte

Atunci cand sunt utilizate anumite ER care genereaza capete truncate, sau cand este necesar de clonat ADNc,
la ADN-ul cu capete drepte sunt atasate secvente adaptor/linker care pot fi si secvente homopolimere poli

A/poli C. In acelasi fel se modifica si ADN-ul vectorului, insa prin atasarea unei secvente de nudeotide
complementare poliT/poliG.

Secventele linker - secvente de sinteza, de 8-16 nucleotide, auto-complementare, care contin situsuri de
recunoastere pentru ER care vor fi utilizate in clonare.

— =) — 3
= OH 5 OH
¥ ccleghatTclec ¥ oH

+ Capetele drepte ale ADN-fint3

o meETREEE w W
HO /\2 HO =t
3 f 3 !

Adaugarea lincherilor la ADN-tinta
utilizand o concentratie mare de ADN-ligaza T4

ATP
CCBAATTC|GGCCIGAATTCGG CCGAATTC GGCCIGAATTC GG T ligase
Capetele drepte ale ADM-tinta AMP
GECTTAAGICCGGCTTAAGCC GECTTAAGCCGGCTTAAG CC 4 D

Digestia cu EcoRlI

5p

. 3
Wf@ém
s—
AATT C(GG| Capetale drepte ale ADN-tinta [ = (€ L~ M
g [BEC EFGcTTAA [S5F W&
HO 5
3 :

Includerea ADN-tinta in plasmidul
restrictat cu ajutorul enzimei EcoRI

https://www.youtube.com/watch?v=xMBC3q_CbTA

DNA Ligase: How DNA Ligase works?
https://www.youtube.com/watch?v=cFhouvr3rqs

!! Este posibil datorita proprietatii ADN ligazei T4 fagica de a lega covalent
oricare doua molecule straine de ADN chiar si fara capete coezive.




Clonarea prin utilizarea ER care genereaza capete
coezive prezintd si un !!dezavantaj— pot hibridiza
capetele coezive ale vectorului intre ele, fara a
forma o molecula himera.

Solutie - Se elimina prin aplicare unor factori de
selectie a vectorilor recombinanti

Unele tulpini de E. coli contin in cromozomul lor
o gena lacZ (codifica enzima B-galactozidaza)
modificata (nu au segmentul lacZ' care codifica
regiunea a-peptidica a -galactozidazei). Aceste
forme mutante pot sintetiza enzima doar atunci
cand contin o plasmida cu segmentul lacZ' lipsa a
genei, de ex. plasmida pUCS8.

Prezenta moleculelor functionale de [3-
galactozidaza este verificata prin testul
histochimic cu X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil
B-d-galactopiranozid) care se adauga la agar,
impreuna cu ampicilina. Coloniile
nerecombinante, ale caror celule sintetizeaza
B-galactozidaza, vor fi colorate in albastru.
Coloniile cu gena lacZ' perturbata nu vor
sintetiza B-galactozidaza, reactia chimica nu se
va produce si astfel acestea vor fi albe.

(Test de selectie Lac).

https://www.youtube.com/watch?v=cVKsVnE3rYU

Intact vector, Vector

no insert with insert
' Disrupted
o lacZ gene
lacs gene 2 _sf lacy gene split by
lacZ gene foreign DNA insert

i * Mo lace product

lacs gene transcript

lacs
o~
X-Gal Blue
l pigment
r Tk 4 Y -:_.____H\ Medium with
i s % ampicillin
= s> ~J and X-Gal

o - E —
e i

—

Culoarea albastra este determinata de  _
produsele scindarii substratului Xgal de catre
enzima B-galactozidaza.

coloniile albe 2777
colonile albastre ??7?

S Hincll

Y
A

: \
“Ampicillin lacZ »,
resistance gene \_\

gene B



https://www.youtube.com/watch?v=cVKsVnE3rYU

Tipuri de vectori
In calitate de vectori cel mai des se utilizeazi:

»plasmide Varietatea de vectori este
»derivati ai bacteriofagilor, determinati de dimensiunea
»cosmide, fragmentelor de ADN care pot

Hinditl 3201

»cromozomi artificiali de drojdie etc.  fiinserate.

Vectorii utilizati in tehnologia ADN recombinant trebuie sa corespunda urmatoarelor cerinte:

sa fie izolat si purificat cu usurinta, \
sa poata fi introdus intr-o celula gazda,

sa posede o origine a replicarii (ori) si astfel sa se poata multiplica in celula- gazda,

sa posede un marcher genetic stabil, care sa permita identificarea si izolarea celulelor
care contin vectori,

sa contina mai multe situsuri de restrictie pentru o gama variata de enzime asociate
intr-un polilinker (situsuri multiple pentru restrictaze) pentru insertia fragmentelor ADN. /

0 oo

1 2 3 + 5 1 2 3 + 5 (i) ri = D 10 11 12 1% 14 6

Met Thr Met lle Thr Asn Ser Pro Asp Pro Ser Thr Cys Arg Ser Thr Asp Pro Gly Asn Ser

ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCC CCG GAT CCG TCG ACC TGC AGG TCG ACG GAT CCG GGG AAT TCA
e — L S S —— | S — o

FraolRl BamHI Kall P Sall BamHI Eeoold
Acel Aeel
Hindl Hincll

! Regiunea polilinker este creata astfel, incat sa nu se rezume doar la situri multiple de clonare
dar sa reprezinte si o secventa continua de codoni pentru a codifica o proteina



Situsurile de insertie a ADN-lui
pot fi in cadrul genelor care
codifica marcheri - inactivarea
genel respective oferind o
posibilitate de selectie. ‘L
ex. plasmid cu genele rezistentei la
ampicilina si tetraciclina.

Tet'

TpaHcopmaHTel pacTyT
W B npucyTtcTemn Tet,
M B NpUCYTCTBMM Amp

1. clivarea ADN-plasmidial cu HindIII
si BamlIl 1in situsurile corespunzatoare
aflate la nivelul genei rezistentei la
tetraciclina

2. izolarea fragmentului mare al ADN-
lui plasmidic prin electroforeza.

3. este incubat cu ADN exogen
restrictionat tot cu aceste enzime, care
in prezenta unei ligaze se combind cu
fragmentul ADN ,.de interes” datorita
extremitatilor coezive.

4. transformarea bacteriei E. coli

5. selectie pe mediu suplimentat cu
ampicilina

Prezentare schematicd a clonarii fragmentelor intr-un situs de
inserare la nivelul genei care determind rezistenta la tetraciclina in
plasmida-vector (Manuaruc si al., 1984)

Notatii: Ampr-rezistenta la ampicilind; Tetr — rezistentd la
tetraciclind; HindIIl si BamHI — enzime de restrictie, respectiv
fiind notate si fragmentele clivate.

/
/
‘/
hEEEEEEEEER ]

Huakas 3 PEeKTUBHOCTL

Hmd m

Hindll BamHI Hi
,-BurnHI '"l T Bom ‘T’m
|
WAAAAANVANANA
. YyxepogHas AHK
nnaamuna BEKTOp

BomHI + Hind I

Tensb- 3nempodaopea :
\

BamHI + HindII

,0:

AHK-nurasa
H
Amp" Amp"
4+
TpaHCOPMaHTLI
BbICERAHbI Ha CPeay €
‘ aMAnULUNANUHOM +

Boicokan 3 hekTUBHOCTb

TpaHcopmaumriu TpancdopMauum



. 0 ~ Digest witl
Clonare dlrectlonata Hléi‘iiiﬁlﬁ 211L1|1d BamHI

Large fragment

HindIIl BamHI Small fragment discarded

[ = = = = -=u - [R5
IS = = = -w = -u [

Target DNA

Digest with HindIII
HindIll and BamHI

AGCT

Sphl

electrophoresis or chromatography

Isolate large fragment by

Target DNA anneals with plasmid vector
in only one orientation. Seal with T4 DNA ligase.

Y EoRri |

HindIIl



PLASMIDE (unitati genetice extracromozomale)

UMolec. ADN dublu catenare, circulare, capabile de replicare independenta - se
intdlnesc practic la toate speciile de bacterii.

UMacromolecula de ADN are dimensiuni de 100-200 kb — 1-3% din cantitatea
totald a mater. genetic al bacteriei

U Prezenta lor nu este obligatorie

UPlasmidele sunt dependente de celula gazda cu exceptia autoreplicarii si a controlului
nr. de copii/cel. Plasmid mare — nr. de copii/celuld mic

URegiune ori — initierea replicarii
USecvente de insertie

Ugene de reglare si structurale (caracteristici fenotipice- rezistenta la antibiotice, metale
grele. Sinteza de antibiotice, toxine, enzime de rest.etc.)

Cei mai simpli vectori de clonare sunt proiectati in baza plasmidelor E. coli

Unul dintre cei mai populari vectori plasmidici este pUC8 (anii 1980.) derivat
din pBR322, proiectat prin ligarea unor fragmente de restrictie din trei plasmide
E. coli care apar in mod natural: R1, R6.5 si pMB1.

pUCS - este mica, 2,7 kb. are doua gene:

+ O gena pentru rezistenta la ampicilina (B-lactamaza, permite celulei sa

EcoRI Hind 11l

Bam HI

Ampicillin
resistance

Tetracyclin
resistance

pBR322
4363 bp

Origin ~————— —
of replication

1. Resistant to Ampicillin and tetracycline
B. A wvector for DNA cloning

reziste la efectul inhibitor al ampicilinei).
* Gena lacZ', care codifica o regiune a enzimei B-galactozidaza, implicata in
descompunerea lactozei in glucoza si galactoza.

EcoRI ~__ Hindll
Scal —
Bam HI
New DNA i
Pvu | AmpR inserted at ',
Bam HI
site
Pstl
- ) Sall
ORI ———
ori‘ Ampicillin-
resistance
gene
pUC8
2.7 kb
Smal,f(mal SGII,ACTI,HMCII Hindlll
EcoRl BamHI Pstl
40

“+

Cluster of unique restriction sites

Construction of a Plasmid Vector https://www.youtube.com/watch?v=KRpik9mNRmO



https://www.youtube.com/watch?v=KRpik9mNRm0

Table 5.3. | Some commercially available plasmid vectors

Vector Features Applications Supplier
pBR322 Ap" Tc General cloning and subcloning Various
Single cloning sites in E. coli
pAT 53 Ap" Tc General cloning and subcloning Various
Single cloning sites in E. coli
pGEM®—BZ Ap" General cloning and in vitro Promega
MCS transcription in E. coli and
SP6/T/7 promoters single-stranded DNA
lacZ a-peptide production
pCI® Ap' Expression of genes in Promega
MCS mammalian cells
17 promoter
CMV enhancer/promoter
pET-3 Ap" Expression of genes in bacterial Stratagene
MCS cells
T7 promoter
pCMV- Neo" High level expression of genes in Stratagene
Script® Large MCS mammalian cells and cloning

CMV enhancer/promoter

of PCR products

Note: There are hundreds of variants available from many different suppliers. A good source of information
is the supplier’s catalogue or website. Ap", ampicillin resistance; Tc', tetracycline resistance; Neo", neomycin
resistance (selection using kanamycin in bacteria, G418 in mammalian cells); MCS, multiple cloning site; SP6/T7
are promoters for in vitro transcription; lacZ, B-galactosidase gene; CMV, human cytomegalovirus. The terms
marked ® are registered trademarks of the suppliers.

Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic Engineering: Third Edition, Published in the
United States of America by Cambridge University Press, New York



in laborator - plasmidele sunt transferate in bacterii
prin transformare, include incubarea plasmidelor cu

bacterii competente (permiabilitate tranzitorie pentru
ADN-ul exogen).

Bacterii competente- permiabilitate pentru ADN

exogen - incubare timp de 1 ord la 0°C in prezenta 50
mM CaCl,

Plasmidele recombinate se incubeaza cu bacterii timp de
30 min la 0°C wurmat de un soc termic la la 37-42°C
timp de 30-60 min.

Pentru ca plasmida sa fie utilizata in calitate de
vector trebuie:

v'sa fie de dimensiuni mici,

v'replicarea sia se afle sub un control redus din partea
cromozomului bacterian,

v'sd contind sitsuri unice pentru una sau mai multe
enzime de restrictic, aflate in regiuni neesentiale
pentru replicare.

Transformarea celulelor competente https://www.youtube.com/watch?v=7UI9RVYGSCM

Sex pilus

'

13.8 Bacterial Conjugation  Sex pili draw two bacteria into close
contact, and a cytoplasmic conjugation tube forms, DNA is trans-
ferred from one cell to the other via the conjugation tube.

Ori - —
A plasmid has an origin of
replication and genes for
other functions

Bacterium with Bacterium without
plasmids plasmids

. Bacterial
b chromosome ."'I

Flasmid "l, Conjugation

k| tube y
o o o When bacteria conjugate,
o 9 plasmids can pass through
the conjugation tube to the
m recipient bacterium.

Plasmids replicate as the host
cell grows and divides.

13.11 Gene Transfer by Plasmids When plasmids enter a cell via
conjugation, their genes can be expressed in the new cell.

51



https://www.youtube.com/watch?v=7Ul9RVYG5CM

Exercitiu

Cand este efectuata o experienta de transformare in laborator:

- se adauga ADN recombinant la eprubeta cu E. coli competente;

- seincubeaza la rece pe gheata pentru a permite ADN sa adere la celule;

- soc termic, se transfera pe medii de cultura.

Enumara toate variantele control care sunt necesare pentru analiza rezultatelor la sfarsitul
experientei.

Daca nici o celula/colonii nu vor creste in probele Dvs? Cum veti intelege care etapa din
experienta a fost gresita?

!!'Vectorii de clonare derivati din plasmidele bacteriene (2,5-10 kb) nu tolereaza
secvente de ADN mai mari de 6-8 kb, viteza lor de multiplicare si eficienta lor
de transformare scade pe masura ce dimensiunile insertiilor cresc.

Insertiile mai mari sunt predispuse la rearanjari sau sa interfereze cu sistemul
de replicare al plasmidelor.

Pentru clonarea fragmentelor de ADN mai mari de 10 kb au fost construiti
vectori derivati din fagul A.



Bacteriofagul A - fag lizogen cu genomul sub forma unei molecule de ADN dublu
catenar, liniar, de aproximativ 48,500 pb, include cel putin 30 de gene

M13
Gene 3
) -
Capsid * .
teln
(contains P
DNA)
P E— Cﬂat

protein

«— Tail .
iE:-——— DNA

FIGURE 13.8 * Electron micrograph of bac-
teriophage A. (Robley C. Williams, University of

Structure of bacteriophages A and M| 3. Phage A has a capsid or head that
encloses the double-stranded DNA genome. The tail region is required for adsorption to
the host cell. M13 has a simpler structure, with the single-stranded DNA genome being

enclosed in a protein coat. The gene 3 product is important in both adsorption and
extrusion of the phage. MI3 is not drawn to scale; in reality it is a long thin structure.

Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic Engineering: Third
Edition, Published in the United States of America by Cambridge University Press,
New York



Bacteriofagii - vectori de clonare
Genomurile bacteriofagilor poseda origini de replicare care le permit sa fie propagate in

bacterii.

/21_
| ’KQ Head
e g

Protein coat Bacteriophage A

Tail

Bacteriophage A attaches
to an E. coli bacterium

N
%

AL DNA s injected
into the cell

W

Bacteriofagul A, spre deosebire de alte
tipuri de bacteriofagi, poate urma ciclul
litic, sau de infectie lizogena, in timpul
caruia genomul A se integreaza in
cromozomul bacterian, unde poate ramane
in repaus pentru multe generatii, fiind
reprodus impreuna cu cromozomul gazda
de fiecare data cand celula se divide.

(A) Lytic infection cycle (B) Lysogenic infection cycle

A DNA directs synthesis
of new phages

Integration of A DNA into
the bacterial chromosome

/ \

1. DNAintegrated
into the
bacterial chromosome

Return to the ytic cycle, after
many bacterial cell divisions

-
=

New ). phages
are released

—'
=®  New L phages
-8 arerel®ed
=8

Lytic v. Lysogenic Cycles of Bacteriophages: https://www.youtube.com/watch?v=hFwAQaBX5bE

DNA Isolation From Phage Lysate: https://www.voutube.com/watch?v=3PJThX63Xjw



https://www.youtube.com/watch?v=hFwA0aBX5bE
https://www.youtube.com/watch?v=3PJThX63Xjw

Constructia vectorilor derivati de la fagul A s-a bazat pe o serie de particularitati

U Genomul fagului A (48,5 kb) include o regiune de cca

15 kb (gene necesare pentru integrarea ADN-ului fagului Protein coat  Integration into host DNA
. . .. .. - i DNA replicati
in cromozomul E. coli.) a cirei deletii nu afecteaza Gene functions l C;Tﬁ;gi_ o
capacitatea fagului de a infecta bacteriile si a sinteza fagi —_—— S e
P o y SEL e . lgenome |
noi prin ciclul litic, fapt ce a facut posibila eliminarea si -
inlocuirea acestuia cu fragmentul de ADN care trebuie Deletions here do not
clonat affect the lytic cycle

prezenta unor situsuri de restrictie pentru o serie de
restrictaze importante in clonare.

De la fagul de tip salbatic au fost construiti vectori:

-de insertie (A gt s1 A ZAP), la care ADN-ul optional este partial sau total eliminat, a fost introdus un situs de
restrictie unic,
-de inlocuire - doua situsuri de restrictie ce flancheaza fragmentul central care este inlocuit cu ADN strain,

* Vectorii din noua generatie poseda situsuri de clonare multiple care flancheaza fragmentul central ce
poate fi inlocuit: EMBL, . DASH, )\ Charon 34, 35 etc.

R R Insertion and replacement vectors
e e
vector S———C
vector
New DNA replaces -
the stuffer fragment New DNA inserted
into the restriction site
R R R R 55




Genomul fagului A — moleculele de ADN dublucatenar,
liniar, se circularizeaza prin intermediul extremitatilor
coezive monocatenare de 12 nucleotide (situsuri cos),
inainte de integrare in situsuri specifice in cromozomul
bacterian (printr-un crossingover) rezultand un profag
linear, inert genetic, pana cand, in anumite conditii, se
separa si initiaza ciclul litic. Astfel, un vector de clonare
A poate fi obtinut ca o molecula circulara ce poate fi
reintrodusa in E. coli prin transinfectie.

Se obtin concatemeri (copii de ADN fagic) care contin
fragmente (37-52 kb) inserate intre bratul stang si drept al
fagului, la care se adauga in vitro enzime de asamblare in
particule de fag A.

Fagii sunt incubati cu celule E. coli si prin transinfectie
vectorul este inclus in bacterii.

https://www.youtube.com/watch?v=0qYKPf7hnHs

cos sites

5 _—————a3 Insertion vector,
[ . f ‘
3":"IIIIIIIIIIII 5 linear version

1 Restrict
TR TR
[ ——] [ ——]
Left arm Right arm
Ligate with
DNA to be cloned
e —y
s IOONOONNONRRORRRE""
[ S ]
Inserted DNA
R cos L / VR cos L R cos L R cos L
(— el — | | l l
L J — ]
Can be packaged Too short to
l be packaged

)

Infectious

A bacteriophage \ )

Infection visualized as a plaque,
a zone of clearing in a lawn of bacteria

Dupa infectie, bacteriile sunt multiplicate pe o placa de agar. Obiectivul este de a obtine placi pure, vizibile, din

fagi recombinati.
Nu necesita marcheri de selectie

Ligarea celor doua brate, fara inserarea de ADN stain, rezulta o molecula prea scurtd, mai mica decéat 45 kb, care

nu poate fi asamblata in particule de catre ezimele ce recunosc situsurile cos.

Cu alti vectori, este necesar sa se distinga placile recombinante de cele nerecombinante, prin sistemul -
galactozidaza (vectorii A contin un fragment al genei lacZ in care este inserat ADN-ul de clonat) sau pot fi utilizate

alte metode.
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L | =0 " N "1 |

| Bl =0 T |

Capitul sting

ADN intercalat
intre situsurile
de restrictie

=1l
Capitul sting
Et[i'l R1 Eco RI
7& QZ?
Polilinker Polilinker

Precipitarea fragmentelor de
poliliker prin centrifugare
diferentiata

Capatul coeziv

Capitul drept -

Digestie cu
BamHI1 si EcoRl

el L

N

Capitul drept

ADN genomic

Secvente
partial
digerate cu Sau3Al

15-20 Kb insert

Capete coezive Sau3Al,
compatibile cu capetele
coezive BamH 1

Bam HI

| L0 ]

Capiitul sting

Legarea fragmentelor
cu ajutorul lisazei T4

l—|I'—|I 1

Capiitul drept

L L LW = 1

Capatul sting

insert
de 15-20 Kb

Capitul drept

Fragmente de restrictie
de diferite dimensiuni

ol T,
=
s

Irn vitro =

impachetarea

A ADN-ului

recombinant =

in particula virala

Prezentare schematica a clonarii genelor ,,de interes” in vectorul fagic A EMBL3A cu secvente polilinker
(Sambrook si Russell, 2001)...in Aspecte metodologice in testarea plantelor modificate genetic, 2008



Vectori pentru fragmente mai lungi de ADN

Prin intermediul fagului A pot fi clonati pana la 18 kb de ADN de interes — acestea sunt fragmente
mici pentru scopuri de secventiere a unui genom bacterian sau eucariot intact.

s Dacéa un vector A este utilizat pentru clonarea ADN uman, atunci sunt necesare peste juméatate
de milion de clone pentru a exista o sanséd de 95% ca o anumita parte a genomului s& fie
prezenta in biblioteca.

Il Pentru clonarea unor fragmente de ADN cu dimensiuni intre 32 gi 47 kb au fost proiectati vectori
cosmide — hibrizi derivati din fagul A (situsurile cos) si plasmide (originea replicarii, o gena de
rezistenta la un antibiotic si situs unic pentru enzima de restrictie).

Pentru clonare, ADN-ul genomic este digerat pariial cu o enzima de restrictie, care genereaza
fragmente cu extremitati coezive complementare vectorului (liniarizat cu aceeasi enzima de
restrictie). Fragmentele de ADN, lungi de 32-47 kb, sunt izolate si atasate la vector. Rezulta
concatameri, care contin fragmente de ADN genomic si ADN apartinand vectorului. Un extract de
fag ce contine a-terminaza cliveaza fragmentele recombinate de ADN care sunt asamblate in
particule virale si introduse prin infectie in E. coli, unde sunt replicate in bacterie ca plasmide
rezistente la antibiotice.

BarmH Cosmida tipica - pJBS, 5,4
kb, gena de rezistenta la
ampicilind (ampR), un
segment de ADN A care
contine situsul cos s1 0
origine de replicare a E.
coli (ori).

Utilizarea cosmidelor reduce dimensiunea bibliotecii
genomice umane la aproximativ un sfert de milion
de clone, ceea ce reprezinta o imbunatatire in
comparatie cu o biblioteca din fagi A.

Cosmidele sunt primii vectori, care au fost utilizati n
analiza genomurilor complexe.

cos
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Table 5.4.

Some commercially available bacteriophage-based vectors

Vector Features Applications Supplier

AGTI A insertion vector cDNA library construction Various
Insert capacity 7.2 kbp Expression of inserts
lacZ gene

AEMBL3/4 A replacement vectors Genomic library construction Various
Insert capacity 9—23 kbp

ALAP Express® A-based insertion vector cDNA library construction Stratagene
Capacity of 12 kbp Also genomic/PCR cloning
In vivo excision of inserts
Expression of inserts

AFIX®| A-based replacement vector, Genomic library construction Stratagene
capacity 9-23 kbp
Spit/P2 selection system to
reduce non-recombinant
background

pBIuescript®II Phagemid vector In vitro transcription Stratagene
Produces single-stranded DINA DNA sequencing

SuperCos | Cosmid vector with Ap" and Generation of cosmid-based Stratagene

Neo" markers, plus T3 and T/
promoters
Capacity 30—42 kbp

genomic DNA libraries
T13/7 promoters allow
end-specific transcripts to be
generated for chromosome
walking techniques

Note: As with plasmid vectors, there are many variants available from a range of different suppliers. A good
source of information is the supplier’s catalogue or website. Ap", ampicillin resistance; Neo', neomycin resistance
(selection using kanamycin in bacteria, G418 in mammalian cells); T3/7 are promoters for in vitro transcription;
lacZ, B-galactosidase gene; SV40, promoter for expression in eukaryotic cells. Terms marked ® are registered

trademarks of SI:ratagene. Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic Engineering: Third Edition,



ADN-ul poate fi clonat in alte organisme decat E. coli

Vectorii de clonare bazati pe plasmide sau fagi au fost dezvoltati pentru majoritatea speciilor de
bacterii studiate, Bacillus, Streptomyces si Pseudomonas, care sunt utilizati in acelasi mod ca
analogii E. coli.

Vectorii plasmidici sunt proiectati si pentru levuri si ciuperci. Unii dintre acestea au originea
replicarii din plasmida de 2 um, prezenta in multe tulpini de Saccharomyces cerevisiae, dar alli
vectori plasmidici pentru drojdie si ciuperci au doar o origine E. coli.

Un exemplu este YIlpS - o plasmida E. coli ce e
prezinta o copie a genei drojdiei numita URAS3. N L e,
Prezenta originii E. Coli, denota ca Ylp5 este un -
vector naveta care poate fi utilizat fie cu E. coli, fie
cu S. cerevisiae ca gazda. /-
Aceasta este o caracteristicd utild, deoarece =/
clonarea in S. cerevisiae este un proces relativ
dificil.

Sph1 (58%)
EcoNI (529)
Sall (54

Pshal (71%)

(A) Ylp5

https://www.snapgene.com/resources/plasmid- oy 10 BT
files/?set=yeast plasmids&plasmid=YTIp5 (s300) pox
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Alti vectori cu capacitate Inalta, utilizati in clonare sunt:

Cromozomi artificiali bacterieni — BAC (Bacterial Artificial Chromosome), se bazeaza pe
plasmida F(de fertilitate) a E. Coli. Recombinantii sunt identificati prin selectia Lac. Pot clona
fragmente de 300 kb si mai mult, iar insertiile sunt foarte stabile. BAC-urile au fost utilizate pe
scara larga in proiectul genomului uman si sunt in prezent cei mai utilizati vectori pentru clonarea
unor fragmente mari de ADN.

Componentele comune ale unui vector BAC sunt;
1.0riS — secvente de origine a replicarii

2.repE-F - secvente implicate in formarea asamblarea complexului de replicare, reglarea
numarului de copii (1 copie/per celula)

3.parA si parB - secvente pentru partitia plasmidei F in celule fiice in cadrul diviziunii bacteriene
si asigurarea unei prezente stabile a vectorului in celula bacteriana

4.marcheri de selectie - pentru selectarea transformantilor; poate fi o gena de rezistenta la
antibiotice sau LacZ ot sen e o

5.T7 si SP6 — promotori fagici pentru transcrierea transgenelor - et

Aarll - 8808 - G_ACGT'C
H - B ot Zral - 8806 - GAC'GTC
.
6.situsuri specifice de clonare ani-sm-Cetnc o \|
Sacll - 8768 - CC_GC'GG

Clal - 8746 - AT'CG_AT - dam methylated!

Sacl - 8737 - G_AGCT'C 4

Ecol CRI - B735 - GAC 7
Sall - BT15 - Ll C,
Sphl - BT07

BamHI - 1-G'GATC_C

Peil - T236 - A'CATG T

Bacterial artificial chromosome;
https://www.youtube.com/watch?v=Qqsw6ytGsyE



https://www.youtube.com/watch?v=Qqsw6ytGsyE

Cromozomi artificiali de drojdie -YAC (Yeast Artificial Chromosome), permit
inserarea fragmentelor mari de ADN de 250-1400 kb/ (100-3000kb)

Componentele primare ale unui YAC sunt:

« CEN —un centromer de S. Cerevisiae care asigura segregarea/repartizarea egala in doua celule
fiice in timpul dividerii.

« ARS (autonomous replication sequence) - originea replicarii pentru replicarea autonoma in
interiorul celulei de drojdie

« TEL — doi telomeri la ambele capete ale cromozomului, asigura mentinerea stabila in celulele
gazdei

« TRP1 si URA3 - gene marcher (pe fiecare brat a cromozomului) pentru selectia celulelor de
drojdie transformate

» Gena marker selectabila pentru bacterii

« BamHI si EcoRlI - pentru liniarizarea si insertia fragmentului ADN

situsuri de restrictie

EcoRI
e l
(-\'.\\
https://orbitbiotech.com/yeast-artificial-chromosomes-yac-yeast-artificial- )
Marker B YAC vector Marker A
chromosomes-yac-ycp-yep-murray/
y [
TEy TEL
BamH1
EcoRI
I BamH]1
Sticky ends which can insert the foreign DNA

Yeast artificial chromosome (YAC) https://www.youtube.com/watch?v=ZvLPTNYpQX8



https://www.youtube.com/watch?v=ZvLPTNYpQX8

Gazde de clonare

In calitate de gazdd de clonare sunt utilizate:

celula bacteriana (pentru plasmide, cosmide, bacteriofagi, BAC),
celulele drojdiilor (pentru plasmide, YAC),

celulele vegetale (plasmide, virusuri),

celulele animale (virusuri).

Exista vectori care se pot replica in mai multe gazde — vectorii
naveta.

Imaginile utilizate in curs sunt preluate din urmatoarele surse: Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic Engineering;
Brown, Genomes 4., 2018, Ricki , Leland, Genetics_ From Genes to Genomes, 2010; Koolman, Color Atlas of Biochemistry, 2005; Eberhard
Passarge. Color Atlas of genetics, 3rd ed.,2007; din articole stiintifice si alte resurse cu acces public.



Rezumat Scopul tehnologiei ADN rec

Clonarea
genei/secventei de
interes cu scop de:

multiplicare;
izolare si formare a bibliotecilor de ADNrec;
analizd moleculara.

analiza a functiei genei clonate;
obtinerea produsului proteic.

Expresia genica cu
scop de:

Etapele obtinerii ADN recombinant

lzolarea ADN de cercetat si a vectorilor de clonare

Clivare enzimatica a ADN de cercetat si vectorului de clonare

Ligarea fragmentului de ADN de interes cu vectorul de clonare — obtinerea ADN
recombinant

Introducerea ADN recombinant intr-o gazda de clonare — transformare

Clonarea genei de interes prin replicarea vectorului

Expresia genei de interes prin sinteza proteinei

a|lectia celulelor transformate prin tratare cu antibiotice si utilizind marcherei
radioactivi sau fluorescenti




Cloning strategies

/ requife
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Desmond S. T. Nicholl, 2008. An Introduction to Genetic
Engineering: Third Edition,
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o Restriction Mechanical Duplex Direct

endonuclease ¢DNA chemical PCR
fragments digestion sLeang synthesis synthesis

e |

Y Y Y Y ¥ Y ¥ _l_-l Y

T engoms| Ui hren o |
vector tailing Fr (o linker) molecules cloning
| 111_ : iy
' Transfection Transformation In vitro packaging into phage
Introduction with recombinant with recombinant coat: transduction with
into host cell phage DNA plasmid DNA recombinant phage or cosmid

Generalized overview of

cloning strategies v

Selection or
screening

Protein-protein = Protein-ligand Functional Gain of
thordiztonly BECRN mminccimic Interactions interactions ~ complementation = function

https://slideplayer.com/slide/10436922/35/images/5/Generalized+overview+of+cloning+strategies.jpg



Rezumat, utilizari ale tehnologiei ADN recombinant

Transferul de Cultivarea
gene noiin  plantelor
organisme  din celule Medicamente
animale unice Diagnostic anticancer

Culturi
de celule /\._ monoclonali

I —

Biologie
moleculara

Tehnologia Inginerie :
ADN I’ genetica Liasou
Béanci de Sinteza de noi Clonare ———— Sinteza de probe

ADN, ARN 51 proteine | specifice ADN
proteine = = 5 |
le‘[lpun .de - Productia in masa po—
5 plante s1 01 a proteinelor ocalizarea
Harta completa animale antibiotice pumane tulburirilor
a genomului genetice
uman | | Terapie genici -
Noi tipuri de Banci de resurse
alimente pentru substante
umane rare

Ghiorghita G., Organismele modificate genetic si implicatiile lor. Edit. "Pim*, lasi, 2015



Rezumat, utilizari ale tehnologiei
ADN recombinant

Gene therapy for sickle cell disease

Collection of blood-
forming stem cells

Stem cells corrected
by beta-globin gene
transfer from viral
vectors

Transplantation of
corrected stem cells
back to patient

https://www.nih.gov/news-events/news-releases/nih-researchers-create-
new-viral-vector-improved-gene-therapy-sickle-cell-disease

plasmid
restriction
2 jp enzymes 3 human insulin

s ()~

bacterium

genetically
modified
bacterium
h e insulin
protein
I .- 7 Purification
=EEx=E=E=

6 Fermentation

» W o o

8 insulin ready for
distribution

https://www.yourgenome.org/facts/what-is-
genetic-engineering
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Schematic illustration of different
genetic engineering strategies
applied in microalgae for biodiesel
application. WT, Wild type cells;
TR, Transgenic cells; TF,
Transcription factor; TCA,
Tricarboxylic acid cycle; NADH,
Nicotinamide adenine dinucleotide;
FA, Fatty acid; LD, Lipid droplet.

https://www.researchgate.net/figur
e/Schematic-illustration-of-
different-genetic-engineering-
strategies-applied-

in_figl 328092157
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