









Extracción de DNA “miniprep”
Introducción

DNA recombinante:

La tecnología del DNA recombinante ha revolucionado el estudio de las células y la molécula de DNA ha pasado a ser una de las más fáciles de estudiar. Desde el año 1953, cuando Watson y Crick propusieron el modelo de la doble hélice como estructura del DNA se han obtenido innumerables avances en el campo de la biología molecular y se han desarrollado muchas técnicas genéticas sofisticadas. La construcción de moléculas de DNA recombinantes y artificiales se denomina Ingeniería Genética, a causa de su potencial para crear nuevas combinaciones genéticas por medios bioquímicos. El proceso también se denomina Clonación molecular o clonación genética, porque se pueden propagar en una estirpe de organismos genéticamente idénticos, los cuales todos contienen la molécula compuesta y al crecer la amplifican, así como cualquier producto génico cuya síntesis sea dirigida por ella.

Para poder comprender los distintos procesos es necesario considerar los requerimientos esenciales para el éxito de un procedimiento de manipulación genética. El primer problema con el que nos encontramos es la ausencia de replicación en los fragmentos de DNA a clonar. La solución es incorporarlos a un replicón ya que contienen origen de replicación acorde con el organismo hospedador. A estos replicones se los conoce con el nombre de vectores de clonado, y se utilizan para transportar y multiplicar DNA foráneo insertado. Existen otros tipos de replicones adaptados a la expresión de genes, estos se denominan Vectores de Expresión. Las moléculas compuestas en las que se ha insertado DNA ajeno en un vector se denominan Quimeras de DNA.

Para clonar (multiplicar) un fragmento de DNA se requiere de los siguientes pasos:

1. Obtener el fragmento de DNA que se pretende clonar.

2. Obtener y purificar el Vector de Clonado.
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Digerir y ligar las moléculas de DNA (foráneo y vector) de tal manera que nos permita crear la molécula recombinante artificial “quimera”. Las reacciones de corte y ligación utilizadas deben poder ser comprobadas fácilmente por el uso de electroforesis en gel.

4. Introducir la construcción obtenida en el organismo hospedador adecuado (bacterias, levaduras, células de insecto, otros sistemas eucarióticos)

5. Crecimiento y selección de los organismos portadores de la quimera.

6.   Obtener y purificar la nueva molécula de DNA.
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3- CORTE Y UNION DE MOLECULAS DE DNA:

En los organismos procariotas existe el mecanismo de restricción regulado por el huésped que les permite a las bacterias distinguir lo propio de lo ajeno. Este fenómeno que involucra la modificación y la restricción (corte) tiene como objetivo controlar la entrada de DNA  exógeno, y las endonucleasas responsables de la degradación de ese DNA se denominan endonucleasas de restricción. La bacteria protege su propio DNA contra los efectos letales de sus endonucleasas y para ello modifica su DNA metilando ciertas bases de las secuencias de DNA que constituyen las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restricción.

Las enzimas de restricción “ER” reconocen una secuencia nucleotídica específica de doble cadena en la molécula de DNA y la cortan o “digieren” dejando extremos romos (extremos de doble cadena) o cohesivos (con extremos de simple cadena complementarios entre sí).

Existe una inmensa cantidad de endonucleasas de restricción que reconocen y digieren el  DNA en secuencias concretas de tetra, penta, hexa o hepta nucleótidos, que tengan un eje de simetría “secuencias palindrómicas”. 

 
Como ejemplo de ER tenemos:

- BamHI: reconoce la secuencia 
5’-GGATCC-3’ y digiere 
5’-G            GATCC-3’    extremos 

      




3’-CCTAGG-5’

3’-CCTAG            G-5’   cohesivos

· SmaI: reconoce la secuencia 
5’-CCCGGG-3’ y digiere 
5’-CCC            GGG-3’  extremos

3’-GGGCCC-5’ 

3’-GGG            CCC-5’     romos

5 - LOS PLASMIDOS COMO VECTORES DE CLONACION

Los plásmidos son replicones que poseen los procariotas y se heredan de manera estable en estado extra cromosómico. Esta definición implica homogenización genética, tamaño constante de las unidades monoméricas y la capacidad de replicarse independientemente del cromosoma. Los genes existentes  en los plásmidos codifican para distintos caracteres fenotípicos como: resistencia a antibióticos, producción de antibióticos, resistencia a metales pesados, degradación de compuestos aromáticos, etc.

Para poder ser utilizados como un vector de clonación ideal un plásmido debe tener: bajo peso molecular, origen de replicación, capacidad de conferir caracteres fenotípicos fácilmente seleccionables en las células huésped  por ejemplo resistencia a algún antibiótico y poseer poly  linker o “MCS” (multiple cloning site), el cuál es una pequeña región con alto número de secuencias reconocibles por un gran número de endonucleasas de restricción que se encuentra como secuencia única dentro del plásmido.
Para el proceso de clonación es necesario insertar un fragmento de DNA exógeno en un vector y luego hay que introducir las moléculas quiméricas resultantes en un organismo receptor  adecuado. Como la eficiencia de la transformación es muy baja, es esencial que la quimera tenga algún fenotipo fácil de identificar. Generalmente se consigue gracias a algún gen contenido en el vector, pero también podría producirlo el gen contenido en el DNA insertado. Uno de los primeros pasos de la clonación consiste en digerir el DNA del vector y el DNA que se va a insertar, con la misma RE. Si el vector tiene más de un punto donde pueda actuar la endonucleasa, se produce más de un fragmento. Luego, se tendrán que ligar los fragmentos de DNA cortado. Es ventajoso que la inserción de DNA ajeno sea en puntos sensibles a la endonucleasa y que inactive algún gen cuyo fenotipo sea fácilmente detectable. Por ejemplo el sistema (-gal: el vector codifica la enzima  (-galactosidasa y en el interior de este gen está el polylinker; de esta manera el inserto interrumpe la expresión de (-galactosidasa y por lo tanto al crecer la bacterias en una placa con x-gal (el sustrato de dicha enzima que da un producto azul al hidrolizarse) obtendremos colonias azules (-) y colonias blancas (+). Este sistema sirve no solo para detectar las bacterias que han incorporado el plásmido sino aquellas que poseen el fragmento deseado. 
El sistema más utilizado es aquel que explota la presencia de un marcador fenotípico aportado por la presencia del plásmido, por ejemplo; la expresión de resistencia a un antibiótico, en este caso las bacterias se crecen en presencia del antibiótico y aquellas que no han incorporado el plásmido morirán, mientras que las que poseen el plásmido sobrevivirán.
6- Extracción de DNA plasmídico:

Existe una gran variedad de métodos para el aislamiento de DNA plasmídico, en particular para aquellos plásmidos encontrados en Escherichia coli y otras enterobacterias. Estos métodos se diferencian en la pureza del producto final, en el tiempo necesario para llevarlos a cabo y en la posibilidad de aplicarlos en aislamientos a pequeña o gran escala; sin embargo todos incluyen tres etapas comunes:
1- crecimiento de las bacterias y amplificación del plásmido. 
2- cosecha y lisis de las bacterias.

3- purificación del DNA plasmídico.

La mayoría de los métodos explota, de una u otra forma, las diferencias existentes entre el DNA cromosómico y el DNA plasmídico:

· El pequeño tamaño de los plásmidos en relación con el cromosoma bacteriano.

· La mayor parte del DNA cromosómico extraído de bacterias se obtiene fragmentado, en moléculas lineales, mientras que el DNA plasmídico se obtiene en forma circular.

· Las propiedades distintivas del DNA circular, cerrado en forma covalentes (CCC covalently closed circular).

En los protocolos para el aislamiento de plásmidos de bacterias Gram-negativas, el primer paso es lisar las células por tratamiento con EDTA, en algunos casos se utiliza una enzima denominada lisozima. El EDTA desorganiza la membrana externa generando esferaplastos. La reacción se realiza en presencia de sacarosa u otro azúcar para evitar la inmediata lisis osmótica  de los esferoplastos. Estos son lisados, posteriormente, por el agregado de un detergente y luego de esta etapa los restos celulares y los fragmentos de cromosoma bacteriano unidos a la membrana son eliminados por centrifugación mientras que el DNA plasmídico permanece en solución.

El procedimiento de desnaturalización alcalina, descripto por Birnboim & Doly constituye la base de varios protocolos de extracción de DNA plasmídico. El principio de la técnica es que las condiciones alcalinas (pH 12-12,5) desnaturalizan por completo las moléculas lineales de DNA, pero no las moléculas CCC (las cuales sufren una desnaturalización parcial). De esta manera como el DNA cromosómico por ser tan grande estará en forma fragmentada (múltiples moléculas lineales) y el plásmido al ser tan pequeño se mantendrá cerrado y se desnaturalizarán completamente solo las primeras. 
Cuando el extracto celular es neutralizado con una alta concentración salina el DNA cromosomal precipita; esto posiblemente obedezca a que la reasociación de largas cadenas de moléculas de DNA simple cadena ocurre en múltiples sitios formando una masa insoluble; mientras que el DNA plasmídico, gracias a su pequeño tamaño y conformación CCC renaturaliza correctamente. La mayor parte del RNA también precipita, al igual que las proteínas debido a que la reacción se realiza en presencia de SDS y alta fuerza iónica.

Este protocolo es comúnmente utilizado para “minipreps” de DNA plasmídico, es decir extracciones a partir de un pequeño volumen (1-1,5 ml) de cultivo bacteriano saturado. En líneas generales, cuanto más chico sea el plásmido, mejor es el resultado obtenido, ya que a medida que se incrementa el tamaño, sus propiedades se asemejan cada vez más a las del DNA cromosómico. Con plásmidos mayores a 25 kb el aislamiento se hace dificultoso y el rendimiento es muy bajo. Sin embargo, para los vectores de uso rutinario el rendimiento es muy bueno y el producto obtenido es lo suficientemente puro como para realizar digestiones con endonucleasas de restricción sin necesidad de una purificación ulterior.

Propiedades fisicoquímicas de los Ácidos Nucleicos
Las propiedades de las moléculas de DNA y RNA depende de su composición de bases nitrogenadas, que no solo afectan sus propiedades químicas sino también su estructura y función. Las purinas y pirimidinas que componen los ácidos nucleicos son moléculas altamente conjugadas que afectan la estructura, distribución electrónica y la absorción de luz de estos compuestos. La resonancia de los átomos en los anillos de las bases nitrogenadas produce doble enlaces parciales, como resultado de esta resonancia, todos los nucleótidos absorbem luz ultravioleta y por ello, los ácidos nucleicos pueden ser caracterizados por un pico de absorción a 260 nm, mientras que algunas de las bases nitrogenadas tienen un segundo pico de absorción a 280 nm que corresponde a la mitad del pico de absorción a 260 nm. 
Teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer que relaciona la concentración de una determinada molécula en solución con su Absorbancia a una determinada longitud de onda es posible calcular la concentración de dicha molécula. Para utilizar este método de cuantificación es necesario contar con una muestra pura de ácidos nucleicos, dado que existen otras moléculas capaces de absorber luz a estas mismas longitudes de onda, por ejemplo; las proteínas que poseen un pico de absorbancia a 280 nm.
Una manera de determinar la pureza de una muestra de ácidos nucleicos es la relación A260nm/A280nm. Si dicha relación da valores entre 1,6-2 se considera que la muestra se encuentra enriquecida en ácidos nucleicos. 
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Objetivos

· Purificar DNA plasmídico de células bacterianas.

· Analizar cualitativamente y cuantitativamente las diferentes extracciones.

Desarrollo

Leer con atención!!!

Precauciones para el uso de las micropipetas:

1. Identifique la micropipeta a utilizar; en la parte superior del émbolo encontrará la identificación: P20, P200, P1000, etc.

2. La pipeta P20 sólo puede ser utilizada para medir volúmenes comprendidos entre 2 y 20 ul.

3. La pipeta P200 para los volúmenes comprendidos entre 20 y 200 ul.

4. La pipeta P1000 para volúmenes entre 100 y 1000 ul. *

5. Ajuste el volumen a usar girando la rueda que se encuentra detrás del visor que indica el volumen. NUNCA EXCEDA LOS VALORES ESTABLECIDOS EN EL PUNTO 2, EN TAL CASO DESCALIBRARÁ LA PIPETA, INUTILIZÁNDOLA.

6. En todos los tipos de pipetas (P20, P200, P1000) se observan en el visor tres números:

7. Para la pipeta P20 los dos superiores indican la decena y la unidad (en microlitros “ul”), el tercer número (que está en otro color) indica la primer cifra después de la coma.

8. Para la P200 los tres números indican centena, decena  y unidad (en ul) respectivamente.

9. Para la P1000 el primer número (en otro color) corresponde a la unidad de mil ul, los otros dos la centena y la decena.

10.  Presione el embolo hasta el primer tope manteniendo el tip fuera de la solución (el tip es la punta desmontable de la pipeta que se descarta luego de su uso).

11.  Sumerja el tip unos milímetros en la solución.

12.  Permita que el émbolo retorne suavemente a su posición.

13.  Coloque el tip sobre la pared del tubo sobre el cuál se va a descargar el líquido y presione el émbolo hasta el primer tope. En caso que quede solución presiones el émbolo hasta el fondo.

1. Extracción de DNA plasmídico de bacterias

Soluciones necesarias:

Solución 1: glucosa 50 mM, EDTA 10 mM (pH 8,0), Tris HCl 25 mM (pH 8,0).

Solución 2: NaOH 0,2 N, SDS 1% (w/v). Preparar en el momento de usar.

Solución 3: Kac 3M + Hac, pH 4,8. Mantener a 4 ºC.

Procedimiento

1) Colectar las células de un cultivo líquido (1,5 ml) por centrifugación a 10000 rpm durante 1 minuto y descartar el sobrenadante. REPETIR EN EL MISMO MICROTUBO
2) Preparar la solución 2 mezclando 200 ul de NaOH 0,4 N y 200 ul de SDS 2%. 
3) Resuspender  todo el pellet celular con 100 ul de la solución 1. 
LAS SIGUIENTES DOS ETAPAS SON CONTÍNUAS SIN INTERVALOS ENTRE ELLAS.

4) Agregar 200 ul de la solución 2 y mezclar suavemente por inversión.

5) Adicionar 150 ul de solución 3, homogeneizar suavemente por inversión 5 segundos. 

6) Agregar 5 ul de una solución 10 mg/ml de RNAsa e incubar 15 min. a Temperatura ambiente.

7) Agregar 450 ul de cloroformo y dejar reposar por 90 segundos a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.

8)  Transvasar el sobrenadante a otro eppendorf, sin interrumpir la interfase formada.

9)  Precipitar el DNA con 1 volumen de isopropanol. 

10)  Colectar el DNA por centrifugación a 12.000 rpm durante 10 min y descartar el sobrenadante.

11)  Secar el pellet de DNA a temperatura ambiente y resuspenderlo en 20 ul de H2O destilada. Tomar alícuota de 5 ul para la cuantificación (parte 2. 1)
12)  Almacenar a –20 ºC bien rotulados. (Sino se quedan sin muestra para el próximo TP!!!!)
2. Cuantificación de ácidos nucleicos en solución

1) Tomar 5 ul de la muestra de ácidos nucleicos y agregar 995 ul de agua desionizada. Mezclar y transferir a una cubeta.

2) Medir en el espectrofotómetro la densidad óptica (OD) a 260 nm.

3) La concentración de DNA, en ug/ul de muestra, será 10 veces la lectura de OD. Por ejemplo, si la OD de la muestra diluida es 0,2 a 260 nm, la muestra original contiene 2 ug/ul de DNA.

4) Para analizar la pureza de la muestra, tomar una segunda lectura a 280 nm. Determinar la relación de OD a 260nm / OD a 280 nm. Si ésta es aproximadamente 2 (de 1,6 a 2) la absorción es probablemente debida a ácidos nucleicos. Si es menor a 1,6, hay proteínas u otras moléculas que absorben UV en la muestra y es recomendable una re-extracción con fenol/cloroformo y precipitación con etanol.

Informe

1. Describir los pasos seguidos durante la extracción de DNA plasmídico y explicar para que se utilizan cada una de las soluciones. Realizar las observaciones que se consideren necesarias.

2. Indicar el grado de pureza y cantidad de DNA obtenido. Fundamentar el resultado. Comparar los resultados con los obtenidos en los distintos grupos.
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Vector de expresión en eucariotas





Vector de clonado
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