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DNA



Introduccion

Un poquitin de Historia...

»En el afio 1927 Hermann J. Muller demostré los efectos mutagénicos de los
rayos X en Drosophila.

» Aiios mas tarde (1946) demostraban que el gas mostaza tenia un gran poder
mutagénico, dando asi paso a las substancias quimicas como otro grupo de
agentes inductores de mutacion, ademas de las radiaciones.

»Por afios la mutagénesis experimental fue un proceso de azar donde se
controlaba la eficacia de la técnica utilizada (tipo de radiacion, dosis,
substancia quimica, concentracion, etc.), pero escapaba a su control la
posibilidad de dirigir la mutacion.

»En la década del 60 se comienzan con las primeras sintesis quimica de
oligonucledtidos y a partir de la década del 70 comienza la era del DNA
recombinante, se generan varias herramientas para biologia molecular y se
desarrolla la primera técnica de secuenciacion



Introduccion

A final de la década del 70, Michael Smith y colaboradores
introdujeron la técnica de mutagénesis dirigida basada en la
utilizacion de oligonucledtidos sintéticos
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Mutagénesis

Mutagénesis de
Fragmentos
aislados de DNA

A

o
Mutagénesis
Genémica

e

Mutagénesis al azar

Sabemos lo que queremos obtener pero no
sabemos lo que tenemos que modificar
(Naturales, Sustancias Quimicas, Radiaciones

PCR al azar, Transposones, DNA shuffling)

Mutagénesis sitio dirigida
Sabemos lo que queremos obtener y lo que

tenemos que modificar para lograrlo
Sabemos lo que queremos modificar para

estudiar el efecto que esa modificacion produce

oy L

En que casos se hace mutagénesis ditigida y en que

casos al azar??



Mutagénesis de fragmentos - Aplicaciones

Secuencia no codificante . . Secuencia no codificante
_ Secuencia codificante |

Mutagénesis al azar o sitio dirigida

\ A\

Modificar promotor y/o Ingenieria de Proteinas

regiones regulatorias Sustitucion de AA, Plegado, Actividad
Adicion/sustraccion de dominios
Modificar niveles de expresién Construccion de proteinas hibridas

o actividad de proteinas
Ingenieria de sitios de restriccion




Mutagénesis

Mutagénesis sitio dirigida

Sabemos lo que queremos obtener y lo que tenemos que modificar para lograrlo
Sabemos lo que queremos modificar para estudiar el efecto que esa
modificacion produce

Técnicas basadas en PCR

Puntuales Inserciones Deleciones Fusiones

(ligacion por PCR)



Técnicas basadas en PCR

v PCR solapada
Yk PCR inversa
v PCR inversa + Dpnl

Y% Megaptimer




Técnicas basadas en PCR
PCR solapada

Muiacion puaiizl




Técnicas basadas en PCR
PCR solapada

lnserciones deleciones




Técnicas basadas en PCR
PCR solapada
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» No agrega secuencia
extra entre los dos
fragmentos




Técnicas basadas en PCR

» Que hay que tener en cuenta
en cuanto a los primersy la
polimerasa??

PCR inversa

A, Point mutation B. Deletion C1. Insertion C2. Insertion
T

R

Target
plasmid

High-fidelity PCR by Phusion™ Hot Start DNA Polymerase

Amplified target plasmid
sop With desired mutation

Plasmid circularization by ligation

Mula ted target
plasmid

\_,//

‘ Transformation




Técnicas basadas en PCR

» Dpnl reconoce dsDNA metilado o
hemimetilado en la posicion N6 de
la Adenina en la secuencia GATC.

PCR inversa + Dpnl

= PCR Primar

CHY

Template __ | 7 x Mutation
(Plasmid) % . CH3 Methylated site

Inverse PCR (5~ 10 cveles )
< L5=~2hr >

E=
PCR products

Dhigestion of the template
plasmid by Dpn 1 <37°C 1hr>

I:

PCR products are not digested by Chow 1.
% 0pnl digests methylated sites,

-L_?.L- Self-ligation of PCR products
':_Hinuw { Ligase)

<16°C Thr:
-l:l-"':'*_ -:

|
I:!! Mutanl 'I:

Transform E.coli



Técnicas basadas en PCR
Megaprimer

PCR with
primers: A+ M1




Mutagénesis

Mutagénesis al azar Evolucion molecular

Sabemos lo que queremos obtener pero no sabemos lo que tenemos que modificar
para lograrlo

Naturales

Sustancias Quimicas
Radiaciones

Basadas en PCR
PCR al azar (Error prone PCR 6 EP-PCR)
DNA shuffling

Mutagénesis in vivo
Cepas especiales



PCR al azar

Generacion de bibliotecas de mutantes ---=2 Necesito
buen método de screening

= |

Frecuencia de mutacion controlada
. Distribucion homogénea de mutaciones

Parametros g

Rendimiento

Polimerasa sin exo 3°-> 57

po |

Tenemos que disminuir la fidelidad de la Taq

Modificar cofactor
. Desbalance de dNTP's
. Moadificar Enzima
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PCR al azar

El primer ORF usado fue el de GFP, asi se consiguieron
RFP, YFP, BFP
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Luego se evolucioné la Taq polimerasa

Mutazyme

Se obtuvo por EP-PCR

Mayor tasa de error (8-10/kpb)

Mayor rendimiento

Regulacion de mutaciones por molde y ciclos



PCR al azar

DNA shuffling

Simula la variabilidad que se genera por recombinacion homologa en la
reproduccion sexual ( intervienen mas de un alelo)

Denaturization Fragment Annealing
e e
}.r — \.\I
| — \ i (——
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Extension via Polymerase

Generacion de bibliotecas de mutantes ---=2 Necesito buen método de
screening



PCR al azar

DNA shuffling

DNA shnffling Methodology

Family of related
DMA sequencas

Foaol of random
DNA fragmients

Large hbrary of
recombinants

Select positive
combinations of mutations

Select ar screen

Remowe negative
combinations of mulations




Mutagénesis al azar

Plasnid bearing

XLl -red .. PFE wild type (WT) gens

PFE-Mut l

Es deficiente en tres de las rutas primarias de Transfom wild type into
o Ep.icwfan Coli J_':L1-Red competent cells
reparacion del DNA. ¥L1-Red incubate overnight
Tiene el siguient notipo
CHE= & gu e ¥ ge O p Diluted alfqunt fie
(teparacion de mismatch propensa a peit mutal on cyule
errores)
(deficiente en la exonucleasa 3°- 5" de la -
Plasmid bearing PFE-mutant gene
DNA polymerasa III)

(no puede hidrolizar 8-oxodGTP)

Transform mutant into non-mutatar
E. cali hosl; prepare master plates

S

Replica plate onto minimal media
cantaining rhamnose,
substrate 1 or 2, and indicalors

/

Select and cullivate positive clones,
isolate esterase variants to prepare biotransfarmation,
and determine number and position{s) of mulation(s)

-
"

-

1
*
*
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Kits comerciales

~Quick change (Stratagene)
~ Gene-editor (Promega)

~ Gene-tailor (Invitrogen)
~LA-PCR (Takara)

Diversify® PCR Random
Mutagenesis Kit (clontech)

GeneMorph II Random
Mutagenesis Kits
(Stratagene)
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Figure 1. Sthematic diagram of the GeneEditer™ in vitro mutagenesis procedure.

1. Alkaline denature dsDMNA

template, anneal the
mutagenic oligonuclactide
and Selection Oligonuclectide.

2. Synthesize the mutant strand

with T4 DMA Polymerase and
T4 DNA Ligase.

3.Transform BMH 71-18
mut5 cells with the
mutagenesis reaction.
Grow overnight with the
GeneEditor™ Antibiotic
Selection Mix.

:JI Izolate plasmid DNA
and transform into
JM109 cells. Select
mutants on LB plates
containing ampicillin
and the GensEditor™

Antibictic Selection Mix. =

Step 1
Plasmid Preparation

Step 2
Temperature Cycling

Step 3
Digestion

Step 4
Transformation

Kits comerciales

1121

Gene in plasmid with
target site (@ for mutation

Denature the plasmid and anneal the
oligonuclectide primers [ # containing
the desired mutation | »

Using the nonstrand-displacing
action of Py Turbo OMA polymerase,
extend and incorporate the
mutagenic primers resulting

in nicked circular strands

Digest the methylasted, nonmutated
parental DMA template with Dprl

Transform the circular, nicked dsONA
into XL 1-Blue supercompatent cells

After transformation, the XL1-Blue
supercompetent cells repar the
nicks in the mutated plasmid

LEGEND

Parental DMA plasmid

j Mutagenic primer

Mutated DNA plasmid

Ficure 1 Overview of the QuikChange™ site-directed mulagenests method.




Kits comerciales

multi-cloning site insert multi-cloning site
X | A R Prnmerl Y M13 Primer M4

5.!

1. Methylate plasmid DNA B ———
l (isolated from any source) with M13 Primer RV MUT Primer |
1

eiiaton DNA methylase at 37°C for 1 I SUPCR (RV, A1) l 15t PR (MUT. M4)
A3 Pl 3

S hour. ———. =

7N\ TET s
F9 Met - i

i ety et i annealing

& A

{ extension  n143 primer M4

9’

Mutage nesis . Amplify the plasmid in a
mutagenesis reaction with two , : - o
overlapping primers, one of 3,5_ - A 3’
which contains the target -V 5
mutation. The product is linear, M13 Primer RV
double-stranded DNA } 2nd PCR (M4, RV)
containing the mutation. X

(@) +
{b) =N\
=/

A
wV
'

digestion with restriction enzyme X and ¥

@ N
. Transform the mutagenesis N

mixture into wild type E. coli.
The host cell circularizes the recloning
linear mutated DINA, and McrBC
endonuclease in the host cell
digests the methylated template
DNA, leaving only
unmethylated, mutated product.

Transformation




Dudas?...

Gracias!!!
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