BIOTEHNOLOGIA ADN. APLICATII MEDICALE

Introducere
Progresele din ultimii 30 de ani Tn domeniul biochimiei, biologiei
moleculare si geneticii au permis manipularea moleculelor ADN si ARN in
scopuri medicale. Principalele aplicatii care beneficiaza de aceste progrese sunt:
- identificarea genelor responsabile de maladile monogenice ca de
exemplu: miodistrofia Duchenne (gena pentru distrofina), hemocromatoza
(gena HFE), mucoviscidoza (gena CFTR), etc.
- identificarea profilului genic de predispozitie la diferite boli:
= diabet zaharat tip |
= cancer
= maladii cardiovasculare
- farmacogenomica: prognosticarea raspunsului individual in functie de
profilul genic la terapia medicamentoasa (de ex. familia de gene GST in
terapia anticanceroasa)
- stadializarea diferitelor maladii in functie de mutatiile aparute (de ex. in
cazul leucemiilor)
- identificarea individuala pe baza profilului genic (teste de paternitate si de
identificare).

Identificarea mutatiei Arg213Gli a genei EC-SOD prin metoda PCR-
RFLP

Superoxid dismutaza (SOD) reprezinta prima si cea mai importanta linie a
sistemului de aparare antioxidant enzimatic impotriva speciilor reactive ale
oxigenului. Substitutia Argininei cu Glicina in pozitia 213 din structura EC-SOD
(Superoxid Dismutaza Extracelulara) in domeniul de legare de heparinei este
corelatd mai ales cu bolile cardiovasculare. Deoarece EC-SOD este localizata
strategic in peretele arterial intre endoteliu si tesutul muscular neted, acest
sistem enzimatic are un rol cheie in functionarea endoteliului. Prin urmare,
mutatia Arg213Gly duce la alterarea functiei enzimatice a EC-SOD si este
asociata cu functionarea deficitara a endoteliului (disfunctie endoteliala).

Identificarea acestei mutatii in gena EC-SOD prin metoda PCR-RFLP
presupune urmatoarele etape: extractia ADN genomic, amplificarea prin tehnica
PCR a fragmentului de gena ce contine mutatia, digestia enzimatica a produsului
PCR, separarea electroforetica si vizualizarea fragmentelor obtinute in urma
digestiei enzimatice.

Extractia ADN genomic din sange integral

Principiu

Separarea acizilor nucleici din celula se poate realiza prin metode variate,
diferentiate atat istoric cat mai ales prin destinatia ulterioara a preparatului
obtinut. Toate metodele cuprind in general urmatoarele etape:
a) Obtinerea omogenatului celular
Tehnicile folosite sunt diverse, de exemplu:



¢ Liza mecanica a peretilor celulari folosind omogenizator cu cutite sau Potter -
Elvehjem

¢ Mojararea tesutului solidificat inh azot lichid

¢ Digestia sau solubilizarea membranei celulare utilizdnd fie lizozim, fie
detergenti (nonidet —P4o, Tween 20, PEG — 400)

b) Denaturarea si indepartarea nucleoproteinelor.

Baza procesului consta in denaturarea mult mai rapida a proteinelor fata
de cea a acizilor nucleici. Tehnicile folosite sunt:
¢ Fierbere
¢ Denaturare cu: fenoli, cloroform, alcool izoamilic
¢ Concentratii saline mari ale urmatoarelor saruri: clorura de sodiu, acetat de

sodiu, p-aminosalicilat, clorat de potasiu etc.
c) indepartarea polizaharidelor si a lipidelor.

Lipidele se extrag prin solubilizare in alcool etilic, cloroform, fenol etc.
Polizaharidele se extrag din fractiunea citoplasmatica cu o solutie concentrata de
clorura de sodiu (sau acetat de sodiu) 3 molar.

d) Purificarea acizilor nucleici.

Izolarea ADN printr-un numar redus de etape se face pe baza proprietatji
acestuia ca, in prezenta sarurilor concentrate si a etanolului 70%, sa compacteze
sub forma unor filamente, putandu-se identifica si separa din solutie.

In continuare prezentdm metoda organica de extractie a ADN din sange
integral recoltat pe anticoagulant (EDTA) ce cuprinde urmatoarele etape: liza
membranelor celulare si nucleare, precipitarea proteinelor, centrifugare urmata
de precipitarea ADN din supernatant.

Reactivi

¢ Tampon de liza a membranelor celulare: sucroza 0,65M, MgCl2 10mM,
Triton X-100 2% in tampon Tris-HCI 20mM pH=7,80
¢ Solutie salina/EDTA : EDTA 24mM in solutie NaCl 75mM

¢ Solutie proteinaza K : proteinaza K 20 mg/ml, CaCl2 1mM, glicerol 30% in
tampon Tris-HCI 10mM, pH=8,00

¢ Solutie SDS 10%

¢ Solutie fenol saturat cu apa

¢ Solutie fenol :cloroform 1 :1 saturat cu apa

¢ Solutie KCI 2M

¢ Etanol 70%, etanol 95%

¢ Solutie TE : EDTA 1 mM in tampon Tris-HCI 10 mM, pH=8,00
Mod de lucru (operatia dureaza 4 ore):
l. Izolarea nucleilor :

1. Tntr-un tub de centrifuga de 15 ml se pun 5 ml de sange recoltat pe EDTA

2. Se adauga 5 ml tampon de liza a membranelor celulare diluat de 2 ori. Se
amesteca usor prin rasturnare.

3. Se incubeaza 5 minute la gheata

4. Se centrifugheaza 12 minute la 4°C la 1000xg. Rezulta un sediment
format din nuclei celulari

5. Se decanteaza supernatantul
Il. Liza nucleilor si deproteinizarea :
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Se suspenda nucleii in 2 ml solutie salina/EDTA, prin pipetari repetate

Se adauga 50 pl solutie proteinaza K si 200 pl solutie SDS

Se incubeaza cel putin 2 ore la 37°C amestecand ocazional

lll. Extractia proteinelor :

Se adauga 4 ml solutie fenol saturat cu apa

Se amesteca puternic pana la formarea unei suspensii omogene

Se centrifugheaza 5 minute la 1500xg pentru a separa faza superioara
apoasa ce contine ADN-ul, de faza inferioara, contindnd solventul organic
Se decanteaza cu pipeta faza apoasa continand ADN intr-o eprubeta
curata

Se repeta etapele 1-3, utilizdnd de data aceasta 4 ml solutie
fenol :cloroform 1 :1 saturat cu apa

Se repeta punctul 4

IV. Precipitarea ADN

Se adauga 100 ul solutie KCI, amestecand usor prin rasturnare

Se pipeteaza usor pe peretii vasului 5 ml solutie etanol 95% care acopera
solutia de ADN

Se introduce o pipeta Pasteur la limita de separare a celor doua faze si,
prin rotire continua, se infagsoara ADN-ul in jurul pipetei, pana cand cele
doua faze sunt complet amestecate

Se introduce varful pipetei cu ADN-ul infasurat in 1 ml solutie etanol 70%
2 minute

Se scoate pipeta din etanol si se tine cu varful in sus cateva secunde
pentru a se scurge excesul de etanol. ADN-ul nu trebuie Iasat sa se usuce
Se introduce varful pipetei intr-un tub de microcentrifuga ce contine 200 pl
solutie TE si se incubeaza 20 minute la temperatura camerei. Daca ADN-
ul nu se desprinde de pe pipeta el se poate indeparta prin frecarea usoara
de peretii tubului.

Se resuspenda ADN-ul prin incubare peste noapte la 4°C.

Amplificarea PCR a fragmentului genomic de interes

Principiu
Tehnica de amplificare a anumitor portiuni de ADN utilizeaza reactia

polimerizarii in lant (Polymerase Chain Reaction). Reactia polimerizarii in lant
este o metoda in vitro de sintetizare enzimatica a unor secvente specifice de
ADN. Principiul metodei se bazeaza pe procesul replicarii semiconservative.

Pentru a efectua o amplificare prin tehnica PCR, esantionul ADN, care

poate fi de ordinul a catorva nanograme, este introdus intr-un tub continand
urmatorii reactivi:

o ADN polimeraza termostabila — Taq polimeraza extrasa din bacteria
termofila Thermus aquaticus

cele patru dezoxiribonucleotide trifosfat (dJATP, dCTP, dGTP si dTTP)
doua oligonuleotide specifice sintetice denumite amorse sau primeri
solutie tampon ce contine ioni de Mg indispensabili functionarii optime a
Taqg polimerazei.



Metoda consta intr-o serie de cicluri repetate, fiecare ciclu cuprinzand trei

pasi:
- denaturarea matritei de ADN
- atasarea amorselor la matrita
- elongarea (sau extensia) amorselor.

Cele doua amorse oligonucleotidice specifice se leaga de secventele lor
complementare de pe matrita de ADN fiecare pe cate una din cele doua catene,
astfel incat sa flancheze regiunea de interes, care trebuie amplificata. Prima
amorsa este complementara cu secventa unei catene care trebuie amplificata si
se fixeaza la extremitatea acesteia, iar a doua este complementara cu cealalta
catena, fixdndu-se la extremitatea opusa astfel incat cele doua amorse
flancheaza regiunea de amplificat. Matrita de ADN este denaturata prin incalzire
si incubata in prezenta unui mare exces molar al ambelor amorse si al tuturor
celor patru dezoxiribonucleotide. Amorsele atasate la matrita formeaza scurte
portiuni dublu catenare amorsa / matrita.

Aceste portiuni dublu catenare servesc drept substrat pentru enzima Taq
polimeraza, care adauga noi nucleotide la capetele 3' ale amorselor, sintetizand
catenele complementare ale matritelor. Se formeaza astfel doua molecule dublu
catenare de ADN, cu secventa de baze identica pe o anumita lungime (cea
flancatda de amorse). Compusii de reactie sunt incalziti din nou, pentru a
denatura moleculele de ADN nou sintetizate. Reincubarea la temperatura care
permite reatasarea amorselor la matrite (in numar de patru de aceasta data),
asigura un nou ciclu de sinteza (Figura 6).

Temperaturile si timpii de incubare pentru fiecare pas depind de mai mulii
factori, printre care, secventa de baze a amorselor, lungimea amorselor, scopul
experimentului, etc. Deci parametrii specifici fiecarui pas difera de la experiment
la experiment. Temperatura de denaturare este de obicei de 94°C si desface
legaturile de hidrogen si separa cele doua catene de ADN, conferindu-le rolul de
matrite. Temperatura de hibridare este intre 55-65°C, insa poate varia chiar in
limite mai largi, si ea permite amorselor sa se ataseze la secventele lor
complementare de pe matrita. Temperatura de extensie, are valori cuprinse intre
72 - 74°C si asigura functionarea optima a Taq polimerazei. Acest ciclu de
temperaturi necesar reactiei PCR este realizat automat de catre un aparat numit
termocilcu (thermocycler), care asigura schimbarea rapida a temperaturii reactiei,
cu o reducere drastica a inertiei termice si cu mentinerea precisa a pragurilor de
temperatura programate.

Ciclurile de denaturare — hibridizare — sinteza sunt repetate de obicei de
25 — 35 de ori, sau chiar pana la 50 de ori in unele situatii. Deoarece fiecare
catena nou sintetizata intr-un ciclu poate servi drept matrita in urmatorul ciclu,
numarul de copii al ADN — ului {inta teoretic se dubleaza la fiecare ciclu (Figura
7). Deci la finalul a n cicluri rezulta, teoretic, 2" molecule de ADN dublu catenar,
care sunt copii ale fragmentului cuprins intre secveniele de care se ataseaza
amorsele.



PCR : Polymerase Chain Reaction
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Amplificarea exponentiala a fragmentelor ADN prin reactia PCR

Prezentam in continuare tehnica amplificarii regiunii de interes ce contine
mutatia Arg213Gly din structura genei EC-SOD utilizand primeri specifici.
Materiale. Aparatura. Reactivi.

ADN genomic

primeri specifici

solutie tampon ce contine nucleotide si ioni de Mg

apa sterila

enzima Taq polimeraza

pipete automate de 0.5-10ul, 5-50 pl

varfuri pipeta automata

tuburi de 200 pl, 500 ul

gheata

Termocycler

aparat vortex

Mod de lucru

Se utilizeaza primeri specifici pentru EC-SOD cu urmatoarea secventa

nucleotidica:
primer sens: 5-GGC TGG CCT GCT GCG TGG TGG-3
primer antisens: 5- CCT TGC ACT CGC TCT CGC GCG-3

Se realizeaza amestecul de reactie conform tabelului:

Amestecul de reactie
Amestecul reactiei PCR Volumul

apa sterila 17,5 pl

solutie tampon 2,5 ul




primer sens 2,5 ul
primer antisens 2,5l
enzima Taq polimeraza 0,5 ul
ADN genomic 2,5 ul

Se introduc tuburile cu amestecul de reactie in Termocycler care
efectueaza un program de amplificare specific:
- 5 min denaturare la 95°C
- 35cicluri a cate:
= denaturare 1 minut la 94°C
= atasare primeri (annealing) 1 minut la 65°C
= extensie 1 minut la 69°C
Dupa terminarea programului de amplificare se scot tuburile cu proba din
Termocycler si se verifica amplificarea PCR prin migrarea acestora intr-un gel de
electroforeza, in prezenta unor markeri de ADN de masa moleculara cunoscuta
asa cum s-a prezentat in lucrarea precedenta.

Digestia enzimatica a produsilor PCR

Enzimele de restrictie sunt endonucleaze care cliveaza molecula de ADN
la nivelul unor situsuri specifice, numite situsuri de restrictie, obtindndu-se astfel
o multitudine de fragmente ADN, numite fragmente de restrictie. La ora actuala
se cunosc peste 3000 de astfel de enzime utilizate in tehnologia ADN
recombinant. Enzimele de restrictie sunt prezente in mod normal in celulele
bacteriene reprezentand modalitatea defensiva a acestora impotriva infectarii cu
bacteriofagi al caror ADN este clivat.

Nomenclatura enzimelor de restrictie se bazeaza pe numele genului si
speciei bacteriei din care provine enzima respectiva, astfel prima litera a genului
din care face parte bacteria si primele doua litere ale speciei, formeaza impreuna
o abreviere de trei litere scrise italic, cum ar fi Eco (Escherichia Coli). Aceasta
este urmata de initiala tulpinii sau tipului celular, de exemplu EcoR. Cand o
anumita tulpina bacteriana are mai multe enzime de restrictie, acestea sunt
deosebite intre ele prin adaugarea de cifre romane, de exemplu EcoR | si EcoR
Il.

Enzimele de restrictie recunosc secvente nucleotidice specifice de lungimi
diferite si compozitie de nucleotide diferite, nuite situsuri de restrictie. Secventa
tipica de recunoastere pentru anumite enzime de restrictie este o secvenia
palindromica de 4, 5, 6, 7 sau 8 nucleotide cu o axa simetrica de rotatie (de
exemplu, secventa de recunoastere a Eco R | este GAATTC). Secventa
palindromica poate fi intrerupta de o serie de 1-9 nucleotide fara specificitate (de
exemplu, secventa specifica pentru Sfi | este GGCCNNNNNGGCC, unde N
poate fi orice nucleotida).

Unele enzime de restrictie au secvente de recunoastere care permit
palindromie diferita (de exemplu, secventa de recunoastere pentru Accl este
GTMKAC, unde M poate fi ori A ori C, iar K poate fi G respectiv T). Unele enzime
de restrictie nu au nevoie de secvente de recunoastere palindromice si acestea



taie ADN-ul la un anumit numar de nucleotide distanta de secventa sa de
recunoastere (de exemplu, secventa de recunoastere pentru Mbo Il este
5...GAAGA...3, iar taierea se face la 8 nucleotide distanta de capatul 3’ pe una
dintre catenele ADN si la 7 nucleotide distanta de capatul 5’ pe cealalta catena
ADN).

Numarul si dimensiunea fragmentelor obtinute prin taiere enzimatica
depind de frecventa situsurilor de restrictie din lantul ADN. Taind cu enzime de
restrictie care au situsuri de 4 nucleotide se vor obtine multe fragmente de
dimensiuni mici, in timp ce taierea cu enzime cu secvente de recunoastere de 8
nucleotide duce la obtinerea unui numar mic de fragmente de dimensiuni mari.

In cadrul tehnicii PCR-RFLP de identificare a unei mutatji, are loc taierea
produsului PCR cu o enzima de restrictie specifica al carei situs de restrictie este
inclus in fragmentul amplificat PCR ce cuprinde mutatia. Enzima este astfel
aleasa incat prezenta situsului de restrictie sa fie conditionata de prezenta
mutatiei. in acest fel, produsul PCR va fi taiat doar daca existd mutatia, in caz
contrar el ramanand intact.

Prezentam in continuare protocolul de digestie enzimatica cu enzima de
restricie Eco 52 | in cazul produsilor PCR obtinuti in urma amplificarii
fragmentului ce contine mutatia Arg312Gly din gena EC-SOD.

Materiale. Aparatura. Reactivi.

pipete automate de 0.5-10pl, 5-50 pl
varfuri pipeta automata

tuburi de 200 pl, 500 ul

aparat vortex

centrifuga

enzima de restrictie Eco 52 1, 10 u/ul
solutie de albumina serica bovina (BSA) acetilata
solutie tampon pentru enzima de restrictie
produsul amplificarii ADN

apa sterila

Mod de lucru
Digestia produsului PCR utilizeaza enzima Eco 52 | , restrictia
enzimatica avand loc la nivelul secventei nucleotidice:
5....CtGGCCG...3
3...G CCGG'C...5
Amestecul de restrictie enzimatica se face conform tabelului:

Compozitia amestecului de restrictie enzimatica

Amestecul reactiei enzimatice Volumul
apa sterila 16,3 pl
solutie tampon enzima de restrictie 2
BSA acetilat, 10 ug/ul 0,2 pl
ADN, 1ug/ul 1 ul




| enzimé de restrictie 10 u/ml | 05 |

Se amesteca usor prin pipetare, se centrifugheaza 20 sec la viteza joasa,
apoi se incubeaza la 37°C timp de 1-4 ore.

Evidentierea produsilor de digestie prin electroforeza in gel orizontal
de agaroza

Evidentierea produsilor de digestie, si implicit existenta sau nu a mutatiei
se face prin migrarea electroforetica a acestora in gel de agaroza utilizand
protocolul descris in lucrarea practica anterioara. Pentru incarcarea probei pe gel
se utilizeaza tot amestecul de restrictie enzimatica peste care se adauga 4 yl de
amestec de migrare.

Fragmentele ADN migreaza intr-o matrice de gel de agaroza de
concentratie 2%, in camp electric si la pH alcalin, separandu-se sub forma unor
benzi electroforetice. Fragmentele astfel separate se leaga de bromura de etidiu
inclusa in gel, iar benzile fluorescente rezultate sunt vizualizate cu ajutorul unui
transluminator UV si fotografiate. Rezultatele ce se pot obfine sunt reprezentate
schematic in figura 8.
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Reprezentare schematica a celor trei posibilitati de migrare a produsilor
PCR in functie de existenta mutatiei

In urma amplificarii PCR a fragmentului din gena EC-SOD ce contine
poate mutatia investigata se obtin fragmente avand dimensiunea de 105 pb
(perechi de baze). Daca in urma restrictiei enzimatice acest fragment nu se
digera, adica dimensiunea lui ramane neschimbata, inseamna ca mutatia este
absenta, individul respectiv avand un profil genic de tip salbatic (wild type).

Daca in schimb mutatia este prezenta pe o singura alela (heterozigot)
atunci enzima de restrictie va actiona doar pe aceasta generand doua fragmente
de 25, respectiv 80pb, in timp ce pentru alela care nu contine mutatia se
vizualizeaza doar un singur fragment de 105 pb (nerestrictionat). in acest caz,
individul prezinta un profil genic constituit dintr-o alela mutanta si una wild type
(profil heterozigot mutant). Deci, in cazul existentei unui astfel de profil genic, se
vor vizualiza in urma separarii elctroforetice trei fragmente: unul de 105pb ce
reprezinta fragmentul nerestrictionat (alela fara mutatie) si cele doua fragmente
de 25, respectiv 80pb rezultate in urma digestiei alelei ce prezinta mutatia.



In cazul in care ambele alele prezintd mutatia se obtine un profil genic homozigot
mutant reprezentat prin existenta doar a celor doua fragmente rezultate in urma
digestiei enzimatice.
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