2. Edicio del DNA

MO2. Tecniques complementaries als cultius

cel-lulars




ADN RECOMBINANT

> Combinacidé in vitro de
material genetic de
diferents fonts que es pot
transferir a un organisme
receptor per generar
organismes modificats
geneticament (OGM)

— S Célula Celula
@ - procarlota @ eucanota

Vector o
plasmido
“" Gen de interés

—_

N 52
\

— \

recombinante Genoma \
1 nativo
(=)
(=
Célula l

Modificada 75
ol (O 2)





https://learn.genetics.utah.edu/content/cloning/clickandclone/

Sistemes d’expressio

- Hoste: organisme receptor que sera modificat per produir
la proteina recombinant o observar canvis en el seu
fenotip en expressar el gen exogen.

- Vector d’expressio: molécula d’ADN que transporta la
seqlencia codificant de la proteina i les seqliencies que

regulen 1’expressio
- Plasmidis

- PCR

- CRISPR



HOSTES

DISTRIBUCION DE USO DE HOSPEDEROS PARA LA PRODUCCION
DE PROTEINAS RECOMBINANTE

18.13%

* Bacteria

12,9% “ Yeast
Insect
Plant
Cell-Free

» Others

17, 13%



ETAPES

4., Introduccio de 1’ADN recombinant a una céllula hoste
5. Cultiu

6. Deteccio i seleccio de clons

7. Extraccio proteines



1. Vectors
d’expressio

Plasmidis
FagA
BACs

YACs



PLASMIDI

Petites molecules de DNA
circular que contenen el seu
propi origen de replicacio.

Quan so6n utilitzats com a vector
es tracta de versions
simplificades als presents en
bacteris.

Pot arribar a carregar 10Kb

ADN bacteriano

ADN plasmidico

(6051) BspDI *

(5949 .. 5068) Neo-R
(589) PIUTI _

(5892) Sfol
(5891) Narl —
(5890) Kasl —
(5611) Mscl
(5791) Fspl ——
(5774) PAFI - Tth11ll —
(5374) Rsrll _

(5339 .. 5358) Neo-F

(5021 .. 5040) TK-pA-R

(4112 . 4131) pBR3220ri-F

(3971) Peil
(3908) Asel

(es1) Ndel
(3577) SnaBl
@379..3309) CMV-F
(326) Bmtl
(3322) Nhel

(32:

Flagelos
(no siempre estén presentes)

©121) Sl SV40pro-F (6125 . 15)
-Clal* \

o2
Sequence

(3321) Afel l

3260) EGFP-N

PEGFP-parkin WT
6120 bp

SexAl * (170)
PBABE 3' (242 ..262)

FloriR (505 .. 528!

Florif (715..736)
Miul (874)
| Esvrev (@or.o100
SVA0pA-R (945 .. 964)
Hpal (1001)
/ Mfel (1010)
// Bell* 1103
/ Xbal * (1113)
/_BamHI (1125)
TspMI - Xmal (1129)
Smal _(1131)
PspOMI (1132)
~ Apal (1136)

sall (1146)
Accl (1147)

- BmgBl (1157)
PspXI (1218)

T emn a7

" spel (1935)

~ Andl zo17)
Sbfl (2045)

el 2152)

~___ Bipl (2a50)

. EcoRl (2550)
. Hindlll (2557)
Bglll (2570)

BSIGl (2591)

EGFP-C (2631 ..2652)

EXFP-R (2980 .. 2099)


https://www.addgene.org/45875/

Que han de contindre (com a minim)?

- Origen de replicacié
- Gen de resistencia a antibiotics
- ER sites que tallin per un sol lloc

— gen reporter



L "?LO\SW‘E,&S 101 ’
» What is
28 Plasmig&”



http://www.youtube.com/watch?v=SdqJFA6mOkI&t=104

Altres vectors

a) FagA: utilitzen ER, es lliguen els fragmenrs i
s’empaqueten en particules virals. Fragments de 20kb

b) BAC (bacterial artificial chromosome): s’utilitzen per
clonar grans fragments de genoma (150kb)

c) YAC (Yeast artificial chromosome): pot arribar a carregar
2 Mb



Gen el producte del qual és facilment detectable o

mesurable i, per tant, pot usar-se com un indicador
Gens reporter —> de si una construccidé d'ADN s'ha transferit amb

exit o com a instrument per seleccionar aquelles
—_—— cells que han incorporat el gen.

Regulatory sequence to Reporter gene
be studied (e.g. encoding GFP or
(e.g. a gene's promoter) luciferase)
DNA
!
- | mRNA
|
A reporter protein
Amount is easily measured
(e.g. GFP by fluorescence)

fp-galactosidasa



lacZ

beta-galactosidasa

tincié blava (+ Xgal)

CAT Chloramphenicol radioactivitat
acetyltransferase
gus beta-glucuronidase productes amb color o
flourescents
LUC Luciferase Llum
GFP Green Fluorescent Protein Fluorescéncia
ampR Resisténcia a I'ampicilina




\oter cis-acting regulatory elemen

Ng reporter genes

o

40 50
4l

C) acf vity

(units)




Preparar el DNA a insertar

2_ Obten(:iol DNA i el vector hoste per la

insercio del gen a
estudiar




1. Preparacio sequencia de I’ADN o
o e

DNAcromosomico  AiSletodoelDNA | |__Aisle todo el mRNA

v
g Secuencia de mRNA
a) Aillar DNA C T pamcknw
I_L\
° e
- Lisar cells R e,
Segmento de DNA 1
. . o 2 pata donar AGREGUE EL PRIMER CEBADOR, LA
—_ P u r‘ B f‘| C a C B O DNA TRANSCRIPTASA INVERSA Y LOS
SEPARE LAIS HEBRAS Y DESOXIRRIBONUCLEOSIDOS
AGREGUE LOS CEBADORES TR'F%SFATO DNA
y -
-
< I mRNA
*__/——\ SEPARE LAS HEBRAS Y
AGREGUE EL
- SEGUNDO CEBADOR
- PCR: disseny @ ;
ee N\ . — e
Se q uencies 1 AMPLIFICACIION POR PCR
AMPLIFICACION POR PCR CON AMBOS CEBADORES
PRESENTES
¥
............................................. . Clones — Cloesde =
. . , . genomicos : p— cDNA :
L’Splicing és exclusiu de = = =
p—t —_— (8) —

. . | @
les cellules eucariotes :

______________________________________________



1. Preparacio sequencia de ’ADN

a) Aillar DNA
b) Concentrar i fragmentar - Enzims de restriccio

Els enzims de restriccido sén molecules que tallen el DNA en reconeixer
una seqliencia concreta (d’entre 4 i 12nt). Aquestes endonucleases poden
actuar de dues maneres diferents:

EcoRl Pstl Pwull

| | }
GAATTC CTGCAG CAGCTG
CTTAAF GﬁCGTC GT FAC
PAATTC [ CTGCAon CAGo: , »CTG

+ w6 NG | GTCs T ro-GAC

G-oH -G
CTTAA~ o-ACGTC

| |
cohesive ends blunt ends



http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/biotec/imagenes/animarestricta.gif

DNA
Marcadores de bicatenario

tamario del DNA
CORTE CORTE
CON CON
EcoRl Hindlll

1 1
CARGUE EL DNAEN EL
GEL Y APLIQUE VOLTAJE

Electrodo
negativo © {~ ‘. ‘. Arbon
23 Y g
9 | N
é 6.5 |\
8 Direccién
2 s dela
% migracion
[
8 =y
g
e 23 N C—
2l N
o
et
Electrodo e/
positivo @ Abajo

7

(A) Plancha de gel de agarosa

(8)

Enzims de restriccio

Cleavage Recognition Cleavage
site sequences site

---GGTIGAATTCAGCTTCGCATTA e AGC ---
g"‘":'““"““" -==-C CA CGAAGCGTAATC|GT CIGAC|ATC G ===
EcoRI Pvull
restriction restriction
endonuclease endonuclease
---cc'ra Acc'r'rcccanac AGC---
-==CCA CGAAGCGTAATC GACATCG---
Sticky ends Blunt ends
(a) (b)
Plasmid
cloning vector
cleaved with
EcoRl and Pvull

Figure 9-2ab
Lehni iples of Bi y. Fifth Edition
© 2008 W, M, Freeman and Company




Els enzims de restriccidé em permeten verificar el resultat
del nostre vector recombinant. Es realitza mitjancant la
comparacio dels fragments esperats i els resultant en
realitzar una digestio.



PREGUNTA 10-2

¢ Qué productos se forman cuando la molécula de DNA bicatenario de abajo
es digerida con (A) EcoRl, (B) Haelll, (C) Hindlll o (D) estas tres enzimas
juntas?
5-AAGAATTGCGGAATTCGGGCCTTAAGCGCCGCGTCGAGGCCTTAAA-S
3-TTCTTAACGCCTTAAGCCCGGAATTCGCGGCGCAGCTCCGGAATTT-S’

SIMULADOR ENZIMS DE RESTRICCIO



https://www.labxchange.org/library/pathway/lx-pathway:9a7fd57d-e474-4655-adee-6f699d272e46/items/lx-pb:9a7fd57d-e474-4655-adee-6f699d272e46:lx_simulation:3feb5a05?source=%2Flibrary%2Fclusters%2Flx-cluster%3Aabe-espanol
https://www.labxchange.org/library/pathway/lx-pathway:9a7fd57d-e474-4655-adee-6f699d272e46/items/lx-pb:9a7fd57d-e474-4655-adee-6f699d272e46:lx_simulation:3feb5a05?source=%2Flibrary%2Fclusters%2Flx-cluster%3Aabe-espanol

& Gri : Bi y, 2/e
Figure 13.3

3. Formacio ADN @ ‘
recombinant cortn co g

h:mid-ihl‘l/\ lgw

TA cloning
TOPO cloning Qiij%

ders College P

Gateway cloning

Recombinacidé homologa




ADN lligasa

Necessaria per unir els fragments
tallats amb ER.

Enzima de restriceion

G G|

GAATTC

Fragmentos tienen calientes
Enzima corta ADN de cadena sencilla

)
ﬁ ADN ligasa

[AaTTC | [eanTTC] |
CTTAAG | |CTTAAG |

Fragmentos con salientes complementarios
ce complementan y vnen ADN ligasa cierra huecos

EES la responsable d’unir
: fragments d’ADN en la replicacié
' per formar una cadena continua

complementaris previament

Utilitza ATP per
catalitzar la reaccié
en que el grup fosfat
de 1’extrem 5’ d’una
cadena s‘uneix al grup
hidroxil 3’ de
1L’altre. > enllag
fosfodiester covalent



T4 1ligase: s’utilitza quan
tenim BLUNT ENDS.

Blunt ends: EcoRV
v
——CGATATC———
—CTATAG——
?

Digest l

—i GelN—
—ammP - me—

\w\

Figura 3.3: Proceso de ligacién

Plasmidos de inicio

Corte ambos con las mismas
enzimas de restriccién



Possibles resultats

 Gen entra X Plaemids ce cierra % Gen entra en
hacia adelante centido inverso

. Les fosfatases alcalines ajuden a evitar la “self-recombination”,
- evitant la unidé dels extrems cohesius.



. Utilitza la capacitat de
TA C|0I1In2 la Taq polimerasa per

afegir una dA en 1’extrem
3’ (terminal transferase

r o T activity).

- Aquesta tecnologia no
depen de la sequencia
del vector

1. PCR de U’insert » insert + 3’dA
: 2. S’uneix amb un vector que té

; extrems 3°dT

. 3. Unidé amb la DNA lligasa


https://www.youtube.com/watch?v=E7eqc4r2iwI

Topoisomerase based
cloning (TOPO cloning) 1S 5 ousesmsssronsessm ;

TOPO clonnlng a DNA cloning method that . )

does not use restriction

enzymes or ligase, and

o requires no post-PCR — Rl
procedures. ; g

ELl vector té unit als extrems 3’Timina

1’enzim topoisomerasa I. Aquest enzim

és el responsable de la unid entre el Topisomerase IRV DNA conncte

vector i 1’insert (té activitat

1lligasa), i quan aix0 succeeix, es "-...’

desenganxa de 1’ADN. q“ﬁﬁ“



TOPO-TA Cloning




ateway Cloning

It is a universal cloning method that provides a rapid and highly efficient
way to move DNA sequences into multiple vector systems. It is based on the
site-specific recombination properties of bacteriophage lambda (att sites) and

two proprietary enzymes mixes, called “LR clonase” and “BP clonase”.

LA aj RA
- oORF gl o e

EZShuttle™ clone pEZ™ vector

EZRecombinase™ LR Mix

P4 A
o = ot N

Byproduct Expression clone
Transforrn E. coli
Amp plate


https://www.youtube.com/watch?v=8VwoUZwZpXQ

Step 1: BP Reaction

Fragment Donor Byproduct
LT o vector ) +
Step 2: LR Reaction
ccdB INSERT
é&\ %,:) ,84&\ %’b P

\ &
& 4{%3

Entry Destination Expression
clone + vector m— clone + Byproduct



Recombinacio homologa - llevats

Crossover (entrecreuament)
entre regions homologues,
que permet la integracid
del plasmidi complert.




Remember!

Edicidé DNA

Quines sén els elements
per editar el DNA?
Quines sénles
caracteristques que ha

han de tenir els
vectors?

Que sén els ER i quuin
paper tenen?




Practica clonacio DNA

®. Creixement cultiu procariota (E.colti)

Lligacio T4 - Insercidé gen kanR
comprovacidé de la 1lligacié

Transformacio

Coomprovacido exit transformacio en placa
Extraccio del DNA plasmidic recombinant
Analisi via electroforesi

O 0ol b~ W N K


https://www.bioted.es/wp-content/uploads/2021/06/EDVO301.pdf

Tecniques d’edicio genetica

1. PCR

2. Clonacié

3. Mutacions induides via dany del DNA

4. Zinc Finger

5. TALEN

6. CRISPR- Cas9 Tecnologies que en permeten modificar 1’ADN d’un

organisme: treient o agregant material genetic
en certs punt del genoma.



i

CRISPR GO

Repeticiones Palindrémicas
cortas agrupadas
regularmente
interespaciadas asociada a
la proteina 9




VIDEO LA HIPERACTINA



http://www.youtube.com/watch?v=4YKFw2KZA5o
https://www.youtube.com/watch?v=UaxrYWCyLdY

CRISPR - Gas9 (Premi Nobel 2020)

_—— conogasi

Components:

Trans-ARN especifico Cas9

tracrRNA

- P r O t e -.I. n a C a S 9 Loci blanco de ADN genémico Y

- sgRNA (guide RNA) XO@IITT FXX

Este complejo Cas9/ARN  puede L secuencia PAM
programarse para reconocer una Se puede insertar una secuencia nueva de
secuencia especifica de ADN genémico ADN en este sitio de corte.

Secuencia Donadora

— — T

~N 7
(% BT RN ey Lt
Mediante mecanismos de reparacién la
célula detectan el corte.

— T
>XC A g L

El sistema de reparacién celular inserta un

ADN  complementario, llamado  templado Modificado de: http://www.thermofisher.com/mx
para reparar el corte. PDB: http://pdb101.rcsb.org/motm/181



https://www.agenciasinc.es/Visual/Infografias/Asi-funciona-CRISPR-la-revolucionaria-herramienta-de-edicion-de-ADN#results

Procediment

1. Unio per complementarietat del fragment de RNA (gRNA)
2. Trencament de la doble cadena del DNA mediat per 1’enzim Cas

En aquest punt la cellula intenta reparar el dany causat en el
genoma

Usos:
1. Knockout de gens
2. Modificacidé seqiliencia
3. Insercid gens
4, Alteracions d’ununic gen





http://www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8

10/01/23




Curs UPF

Introduction to Research Integrity and Good

Scientific Practices.(Second Edition)
KRR KR (Nohay valoraciones adn. )

0,00€

In this course, participants will learn some basic concepts about scientific integrity and good
scientific practice, particularly in the biomedical field. The course consists on 6 different modules:
1. Introduction to research integrity 2. Data Management 3. Conflict of interest 4. Animal research 5.
Human research 6. Practice and politics of publication

Taugth by:
Universitat
upf Pompeu Fabra
Barcelona

CATEGORIA NUEVAS FORMAS DE TRABAJO


https://miriadax.net/curso/introduction-to-research-integrity-and-good-scientific-practices-second-edition/

CRISPR



http://www.youtube.com/watch?v=owFiSLgy_pg
https://elpais.com/ciencia/2023-01-02/cientificos-espanoles-resucitan-proteinas-de-hace-millones-de-anos-y-las-usan-para-corregir-el-albinismo-en-celulas-humanas.html
https://elpais.com/ciencia/2023-01-02/cientificos-espanoles-resucitan-proteinas-de-hace-millones-de-anos-y-las-usan-para-corregir-el-albinismo-en-celulas-humanas.html

Un cop tenim el vector

amb el gen d’interes,

hem d’introduir-lo a la

cel-lula hoste i —
comprovar quina és la

seva funcio o extreure

la proteina d’interes



Per comprovar que el vector que hem generat és

correcte, es sol sequenciar el seu genoma.




Pero també podem

fer un mapa de
restriccio

Determina la posicié
relativa dels llocs de
tall amb un altre en la
molecula d'ADN. Aixo es
realitza determinant les
grandaries dels
fragments generats per
diferents combinacions
de ER.
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Mapa de restriccio




Kasl 45679 - Narl 45680 - Stol 45681 - PhuTl 45683 ————

Mapa restriccio Faga o

i = P (DNA replication)
::: ::3;: 0 (DNA replication)
Eagl 36654 \_ ~agp- ¢l (lambda repressor)

- PHFI- THh111) 36123 ) "> fexA (prevents lysogeny)
/‘ ' - Nbel 34679 - Bmil 34683

"pumion Bsu3l 34319
cl PaeR71 - Xhol 33498 bet (Redp: recombination)
genes PspXI 33498 exo (Reda; lambda exanuciease)
Sall 33244
Sall 32745
' Int (integrase)
Bsu36l 26718
S
g o Eco53KI 25870 - Sacl 25881 ——— v
restriction ys ExoSH) 24774 Sar 24776 £a31 (unknown function)
site genes 2008 - o247 (smknown tunction)
Rrll 24322
Afel 20007
NgoMIV 20040 - Mael 20042
Eagl 10044
BsiWl 10323 Jom (host membrane-associated protein)
Acc51 18556 - Kpnl 18560
- oriT AcchSI 17053 - Kpnl 17057 J {tail:hast specificity protein)
‘ Ascl 16649
GFP Pmel 16296 1 {tail protein)
L in,
SaaBl 12190 ki
Bsal 11418
H (tail protein
PAFL- Tth1111 11205 (ullpmain)
PspOMI 10086 - Apal 10090 ———
V (tail protein)
Pmel 8462 ——

E (capsid protein)

c ota
restriction {ShER iR}
site Ascl 3522 — B (capsid protein)

A (DNA paciagii

Pcil 628 —— { packaging)

Bacteriophage A =



Mapa restriccio Faga - Digestio

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Lambda DNA/EcoRlI Lambda DNA/Hindlll
bp

— 21226*

— 530"




Problema 1. Un gen clonado muestra el siguiente mapa de restriccion para las
enzimas EcoRI y Hindlll:

3Kb | 4 Kb T

2kb 1 4.5 Kb t 15kp i

a) Dibujar los patrones de los fragmentos de ADN esperados con cada enzima al
separar los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa. Hacer lo mismo
para el caso de la digestion doble.

b) Dibujar el patrén esperado para una copia mutante del gen que ha perdido el
primero de los cortes de EcoRI

c) Dibujar el patrén esperado para una copia mutante del gen en la que ha aparecido
una nueva diana para Hindlll en el centro del fragmento de 2Kb.



El plasmido pAl21 se cartd con diferantes enzimas de rastriccidn y se chservaron 1as siguientes bandas en un
gel do agarosa: BamMl (3,7 Kb, 3,5Kb), Pvull {7,2Kb), Hindill (7,2Kb), BamHi+Pwvull (3,5Kb, 2,4Xb, 1,3Kb),
Pyvuli+Mindlll [3,6Kb). Dibuja el mapa de restriccion del pldsmido.

Bam HI Pvu ll Hind Il



http://www.youtube.com/watch?v=-O9c864oesM&t=33

