Electroforese de acidos
nucleicos




o A electroforese consiste

em fazer migrar
biomoléculas por uma
matriz, sob a influéncia
de um campo electrico,
permitindo separa-las
segundo as suas
propriedades fisico-
quimicas (tamanho e
carga)

e Podem realizar-se
electroforeses de
proteinas, de RNA e de
DNA

DNA Sample

2. DNA segments are
loaded into wells in a
porous gel. The gel floats in

a buffer solution within a chamber

between two electrodes.
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3. When an electric current is

passed through the chamber,
DNA fragments move toward
the positively-charged cathode.

4. Smaller DNA segments
move faster and farther
than larger DNA segments.



e a electroforese em gel de agarose ¢ um procedimento
utilizado em varias areas da biotecnologia, em

laboratorios de investigacao, medicina ¢ de biologia
forense

e permite analisar fragmentos de DNA e determinar o seu
tamanho

e 0 suporte de separacdo € a agarose — um polissacarideo
derivado do agar, altamente purificado e livre de cargas
€ impurezas

Agarose molecule: approx. 120,000 dalton MW
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e 0 gel ¢ preparado dissolvendo a agarose numa soluc¢do

tamponada, recorrendo a fervura

e apods arrefecimento (= 55 °C), a solugdo ¢ vertida para um
molde, na extremidade do qual ¢ colocado um pente para
originar os po¢os onde as amostras (de DNA) serao aplicadas
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e apos solidificacao do gel, este € submergido numa tina, cheia de
tampao de electroforese, que possui um eléctrodo positivo
(catodo) numa das extremidades e um clectrodo negativo
(anodo) na extremidade dos pocos



 as amostras sdo preparadas
adicionando:

o uma substancia que lhes confira
densidade (glicerol, sacarose...),
permitindo que elas afundem
directamente nos poc¢os aquando da
sua aplicacao;

o cor, facilitando este processo

tina de electroforese e aplica-se
corrente:

- as moléculas com carga negativa (DNA) 1rdo migrar
para o polo positivo

- as moléculas com carga positiva migrardo em direc¢ao
ao polo negativo



* aporosidade da agarose 1rd oferecer resisténcia a migracao das
moleéculas — as moléculas maiores 1rao ficar retardadas em
relacao as de menores dimensoes

* o tampao de electroforese fornece condutibilidade eléctrica e
mantém o pH — necessario para a manutencdo da carga ¢

estabilidade das moléculas
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Técnicas de coloracao para
visualizar o DNA no gel

e Brometo de etideo (EtBr)

o ¢ 0 composto mais utilizado em laboratorios para
visualizar os acidos nucleicos apods electroforese

> em contacto com os acidos nucleicos, aloja-se
entre duas bases azotadas adjacentes

o ¢ visualizado por radiacao UV de baixo
comprimento de onda, o que aumenta o risco para
a saude

> usado na concentrag¢ao de 1 pug/mL de gel,
podendo ser adicionado no acto da preparacao do
gel



(a) (b)

Ethidium
bromide

Ethidium bromide
stacked between
base pairs

Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.




e Corantes a base de cianeto

o ex: SYBR dyes (Molecular
Probes, Eugene)

o possuem maior sensibilidade
que o EtBr

o niveis de ruido de fundo
(background) mais baixos

o necessitam de ser visualizados
com radiacao UV




e Azul de metileno (e derivados)
> 0 modo exacto de ac¢cdao nao € conhecido
° nao ¢ tao sensivel como o EtBr
> usado na concentracao de 0,02 a 0,04% (p/v)

o adicionado ao gel apoOs separacao
electroforética na forma de solucao

> necessidade de descorar o gel

o colorag¢ao esvanece com o tempo







o Azure A

° nao tOX1co, nem carcinogénico,
1 mas inflamavel

< pode ser eliminado sem prejuizo
\ para o ambiente

o adicionado ao gel apOs separacao
electroforética

> 0 DNA aparecera como bandas
azuis

> Solugdo stock (2x concentrada):
0,08g Azure A
50 mL Etanol 40%

diluir 1:2 em agua destilada para corar

> 0 gel corado pode ser guardado
indefinidamente a 4 °C
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 Fast Blast DNA stain (BioRad)

(0]

nao tOX1co, nem carcinogenico

pode ser eliminado sem prejuizo para o
ambiente

adicionado ao gel aquando da sua preparagao
ou apos separacgao electroforetica

o DNA aparecera em bandas azuis

(www.biorad.com)
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Clonagem, sequenciacao
e hibridacao
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Clonagem

e O estudo do DNA ao nivel molecular implica o uso
de grandes quantidades deste na sua forma pura;

* A clonagem de um gene (ou de um fragmento de
DNA) consiste na ligacao deste a um vector,
originando uma molécula de DNA recombinante;

o E introduzida numa célula hospedeira, sendo ai
multiplicada.




e DNA Recombinante — molécula

de DNA composta por
sequéncias nucleotidicas 0000 /e )
Plasmid vectors DNA fragments to be cloned

derivadas de fontes distintas.

Enzymatically
insert DNA fragments
into plasmid vectors

» Vector — tem capacidade de se
replicar autonomamente; © @ @ @

J7 Transform E. coli cells

and select for ampicillin-
resistant colonies

o a medida que a c¢lula hospedeira
se divide, transmite o vector as
c¢lulas filhas, originando um
clone de celulas 1guais.

> O DNA de interesse ¢ amplificado
muitas vezes e pode ser
posteriormente isolado ¢
caracterizado!




* Actualmente podem ser usados como hospedeiros
para a clonagem de DNA:

o Eucariotas;
> Procariotas;
o células de diferentes organismos em cultura.

e Os vectores a usar dependem de varios factores, como
por ex: o hospedeiro a usar, objectivo da clonagem,




Vectores plasmidicos

* Os plasmidios mais usados sao aqueles que se
replicam em Escherichia coli;

e Sdo moleculas de DNA, circulares (1,2 — 3,5 kb),
com capacidade de replicacao independente do
genoma bacteriano;

» Sdo introduzidos ©\ / ( EMD

Recombinant

nas bactérias por  Plasmid

um processo <© )
designado
Transformacao. Transformed

Host Cell




Caracteristicas comuns dos
plasmidios

origem de replicacao (ORI) —
permite a replica¢ao do plasmidio
dentro da c¢lula hospedeira

Sacl
regiao de clonagem (MCS) — EcoRI
permite a inser¢ao do fragmento
de DNA a clonar — apresenta

varios locais de restricao

Ampicillin

EcoRI
Pvull

marcador de seleccao — permite
seleccionar os hospedeiros que
incorporaram o DNA

“estranho” (ex: gene que confere
resisténcia a um antibidtico, como
a ampicilina)




Transformacao bacteriana

Plasmid Foreign DNA

. O plasmidio e DNA a clonar
sdo linearizados por corte com £/
a(s) mesma(s) enzima(s) de
restricao;

INININININ

Eco Rlsite  Eco Al site

Eco Rl digest

Y/A\V/A\Y/A\ N}

2. Mistura-se o DNA e o |
plasmidio, na presenca de \
DNA ligase, para ocorrer a | ‘ o
ligacao do fragmento de
mser¢ao ao plasmidio;

Transform E.coli
Select with Ampicillin

3. Incuba-se a reac¢ao de ligacao

com uma cultura de E. coli .
competentes; -
! [
' -"/’//;xlrar;l plasmid

e (¢lulas tratadas de modo a mais
facilmente incorporarem DNA

Eco Al digest
T AAT [W. "
“estranho”. i

Cloned DNA fragment
(in large quantities)
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E. col competent cells Plasmid

— . Soak for 15 min T
), inice-cold CaCl, /#/ \
4 Normal E. coli ] —) ' E:J:ﬁ::g:?.e :
Heal shock
42°C for
45 seconds
DNA is taken
into cell
* Ha neutralizacdo das cargas (-) dos y l
fosfolipidos das membranas (e depois também
do DNA) pelo Ca’"; Plating

* O frio estabiliza os poros da membrana,
aumentando as probabilidades do DNA entrar
na celula. =



Incubam-se em meio nutritivo
liquido para que as celulas
transformadas possam
sintetizar as proteinas que
conferem resisténcia ao agente

selectivo.

Crescimento das bactérias em 2 (R |

meio de cultura solido (4@ %

contendo um agente selectivo Transformed Calls that do not
. . colicell survives take up plasmid die

apropriado; pic

Independent

on ampicillin plates
l plasmid replication

- -

Seleccao das bactérias
transformadas; as bactérias nao
transformadas sao eliminadas.

Apenas as que incorporaram o
vector vivem porque adquiriram
resisténcia ao agente selectivo
codificada no vector.

Colony of cells each containing copies
of the same recombinant plasmid




Cloning in a
Plasmid Vector




Marcadores de seleccao

e genes, localizados no plasmidio, que codificam
proteinas relacionadas com a selec¢ao das células
transformadas

e 0 mais comum ¢ a resisténcia a antibioticos — quando
as c€lulas sao crescidas em meios de cultura, contendo
um determinado antibidtico, apenas as que contém o
plasmidio que confere resisténcia a esse antibiotico €
que sobrevivem

e 0s antibidticos podem actuar a diferentes niveis:
> membros da familia da penicilina (ex: ampicilina):
interferem na sintese da parede celular bacteriana
o canamicina, tetraciclina e cloranfenicol — param o
crescimento bacteriano porque actuam ao nivel da sintese
proteica



1 ﬁj Peptidoglycan biosynthesis
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Regiao de clonagem

» A versatilidade do plasmidio de E. coli pode ser aumentada pelo
uso de um local de clonagem multipla (polylinker)

-

* Sequéncia sintetica de nucleotidos que contém uma copia de
diferentes locais de restrigdo, os quais nao estao presentes
noutros locais do plasmidio = estas enzimas cortam uma vez
no plasmidio

¢ Os plasmidios com local de clonagem multipla permitem a
clonagem do DNA de inser¢ao, gerado com enzimas de
restricao diferentes, no mesmo plasmidio, simplificando, deste
modo, o procedimento experimental.



Qutras regides

* Alguns plasmidios possuem locais de
emparelhamento para oligonucleotidos
iniciadores (primers) (ex.:.M13 Univ e M13

Rev), que sao uteis para:

o sequenciar DNA
o amplificar os fragmentos clonados por PCR

Pstl i Cfral
- Hinc 1l Eci136ll
. 399 sl Ecossl  ACCGS] Ecoz4| EcoRl 455
W13/pUCsequencing primer {-20), 17- mer | Hindlll Pael Sdal___BspMI Xmil Xbal BamHI Smal Konl Sacl Xapl

S GTAR AAC GACGGC CAG TEC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAGAGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGAATT CaT
3" CATT TTGCTGCCG GTCACGGTT CGA ACG TAC GGACGT CCAGCT GAGATC TCC TAG GGG CCCATG GCT CGA GCT TAA Gea
LacZ ««— Val Val Ala Leu Ala Leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CAT AGCTGT TTCCTG 3
TTAGTACCAGTATCGACA AAGGAC 57

lle Met
thalpUC reverse sequencing primer (- 26),17- mer




Sequenciacao de DNA

* As moléculas de DNA clonadas podem
rapidamente ser sequenciadas pelo metodo
de Sanger, em que ha terminacao da
sintese da nova cadeia de DNA por
dideoxinucleotidos (ddANTPs).

N R TN 9
HO—?—O—E—O—E—O HO—?—O—T—O—?—O
O O O o BASE O O O 0 BASE

deoxynucleotide triphosphate dideoxynucleotide triphosphate



Metodo de Sanger

* Ha sintese de moléculas de DNA filhas tendo por
molde a molécula clonada (a sequenciar);

 As cadeias filhas sdo marcadas” (na extremidade
5’) e vao diferir umas das outras em 1 nucleotido.

* A sua separacao electroforética permitira
estabelecer a sequéncia de nucleotidos do
fragmento original de DNA, devido a diferenca de
tamanho entre elas.

* radioactividade; fluorocromos...



 Durante a sintese ha, o b B Lo ol ememcoan
a determinada altura, b4 U
¢ de modo aleatorio, N
incorporacao de Prevents polymerization
ddNTPs, os quais B
previnem a formagao
de uma ligacao . .
fosfodiéster com o
nucledtido seguinte. — dmpdmpdeip:ﬁ? ’

Terminate with ddTTP

e Termina a sintese b ]
dessa cadeia,
resultando numa ) el S
cadeia filha truncada.




Ned Shaw

Primer for :
replication : Strand to be sequenced

YO A A

Primed DNA
+

© THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is
mixed with a primer and split into four aliquots, each
containing DNA polymerase, four deoxyribonucleotide triphos-

hates and a replication terminator. Each reaction proceeds until a replication-terminating
nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to

separate the DNA Jragments. The sequence of the original strand is inferred from the results. (See p. 40

for an illustration of a high-speed DNA sequencer.)
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DIDEOXY DNA
SEQUENCING




ddT reaction

dd( reaction

A inclusao de fluorocromos
de cores diferentes para cada
um dos ddNTPs permite fazer a
facil distincao das diferentes
cadeias filhas pela cor que
estas apresentam.

Sanger sequencing |

Target sequence T C A GA T C CGA
Complementary A G T cCT A G G CT
T
T
T
C
C
G

ddG reaction

ddA reaction

A |
] i
¥ ! Y v
Dye concentrations f ﬂi /\ /‘m

G
G

A

Y o¥

time

Single-stranded DMNA

to be sequenced

5' 3'
L1 | [ |
CTGACTTCGACAA

B8 oo r s
\|A polymerase .
dATP 1_1_5'
dGTP TLL L 5
dCTP c LL1l1 5§
B L 1 111 5
h)lus limiting amounts of '
uorescenily labeled AL L L 11 1 5
ddATP A N I N I Y A )
I I T T Y -

ddCTP
ddTTP S I
c L L 11 1 11115
A L1 11111111 5
AN I I I I I
AN I S -

Larger

fragments 3 .
| | 6 C
A T
Electophoresis ° sesﬂg:%e .
using laser to T of the A
pilias o G template C
fluorescent dideoxy A standis T
guggugdteos and a A T

etector
distnguish the g —_—
colors G
T A
G C
T A
Smalle'r T A
fragments 5' 3




FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCY.

ddctp dC™P
ddATP dATP 4dTTP

ddGTP dGTp
DNA polymerase

Template DNA

«G @whA o
A T bt G
‘“M'"C .Ml-u.uc

\J<:

Long =
fragments E
==
| C
EE ¢
=
| A
A A
! t T
Short & ‘ G
fragments Ca|;i7I>I/ary Output

tube

Figure 20-1 Biological Science, 2/e

drrp 1. Do one sequencing reaction

instead of four. Reaction mix
contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP with distinct fluorescent
markers. (With radioactive labels,
four reactions are needed—one
labeled ddNTP at a time.)

2. Fragments that result have
distinctive labels.

3. Separate fragments via electro-
phoresis in mass-produced, gel-
filled capillary tubes. Automated
sequencing machine reads output.

© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.
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Hibridacao de acidos nucleicos

 a chave para detectar acidos nucleicos especificos
(DNA ou RNA) ¢ a capacidade de emparelhamento
entre cadeias complementares de RNA ou de DNA

3 5' 3 5' B e B &
(7 (/ (/ . /
Renaturation
A= AT T— —A [=A =T (special 5 rA—
\CLC \AIIA é_ _(T: _'_1'9 :_'T\ conditions G C \I &
/ rg Heat, OH: cc— —Gc -—Is .—% required) ‘- 9 g
C-G— G-C— Sq K¢ g » <-G— 5-C—
CA—T7 —c—c? 2 §A §°¢ §g°¢ ;—A~T7 —c—cj
< | \4 \{ \d
' \ ' \
3 5' 3’ S 3 AN | B 3 S 3 5'
Native state Single-stranded denatured state Renatured state

e quando submetidas a elevadas temperaturas ou a um
ambiente alcalino (pH>13), as cadeias complementa-

res do DNA separam-se (desnaturam), originando 2
cadeias simples



* uma vez removido o
agente desnaturante, o iy
estas cadeias voltam a ERN IS g
emparelhar (renaturam) v s s ol
de acordo com a o L oncooling
complementariedade das A
suas bases azotadas —

ocorreu hibridacao

e 0s hibridos de acidos ub‘jt
nucleicos podem ser O S |
formados entre: B
« 2 cadeias de DNA

e 1 cadeia de DNA e 1 de  'ucleic Acid Hybridization
RNA

o 2 cadeias de RNA

RNA strand DNA strand



« a hibridacao dos acidos nucleicos permite detectar
sequencias de DNA ou de RNA que sdo
complementares a uma determinada sequéncia
conhecida que pode ser uma molécula clonada.

« esta molécula conhecida tem de ser marcada,
radioactivamente ou com outro composto que
facilite a sua deteccao visual, podendo entao
funcionar como sonda

e a sonda desnaturada vai hibridar com as sequéncias
de DNA ou RNA que lhe sio complementares, as
quais serao detectadas em virtude da marcacao dos
hibridos sonda/sequéncia alvo resultantes



Exemplos de tipos de marcagOes de sondas e hibridos:

RNA o
T
N C"'
X
DNA template T ?
N" N MNHQ
0
\_/
s -3 V

Labeled primer

o S

Labeled ANTP

Labeled terminator (ddNTP) f

ITITTTTTITR
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Southern-blotting

o DNA a analisar ¢ digerido com enzimas de restricdo € o0s
produtos resultantes da digestao sao separados de acordo com o
tamanho por electroforese

apoOs desnaturacao do DNA no gel, procede-se a transferéncia
(blot) capilar destes fragmentos de DNA para um suporte solido
(membrana de nylon ou de nitrocelulose), ao qual ficam ligados
ocupando a mesma posi¢ao relativa que ocupavam no gel € no
final da electroforese

a membrana (com o DNA fragmentado e desnaturado) ¢
colocada numa solucdo contendo a sonda marcada e
desnaturada

a sonda 1ra hibridar com as sequéncias complementares do
DNA desnaturado na membrana

a deteccdo do hibrido sonda/DNA alvo permitira saber a
posicao do(s) fragmento(s) de interesse



Heavy

DNA + restriction enzyme Restriction weight

fragments Nitrocellulose

o
< - =TETE paper (blot)
T = = = Gel
. . = = —]
{ H i — B . >
L | 3 — e Sponge
I Normal  |I Sickle-cell |l Heterozygote = = = Alkallmt(;l\“ "\ paper
p-globin allele solution ¢ Sila
allele
©) Preparation of restriction fragments @) Gel electrophoresis © Blotting
Probe hydrogen-
- " bonds to fragments
Radioactively { containing normal SRS
labeled probe onm or mutant $-globin —_———
for 3-globin /
gene is added e~ <
to solution in Hrragment trom 2" :\r-'n
a plastic b.g - sickle-cell — - m over

B-globin allele paper blot

<Fragment from

Paper blot normal (3-globin
) Hybridization with radioactive probe allele © Autoradiography 43



SEPARATED DNA FRAGMENTS

(A) unlabeled DNA =&
cut with a ~
restriction
nuclease

labeled DNA of known sizes agarose
as size markers gel

DNA FRAGMENTS SEPARATED BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

|

(B) | i
stack of paper towels .. l0se

remove nitrocellulose
paper with tightly bound DNA

alkali solution

HYBRIDIZED TO

\ LABELED DNA PROBE
SEPARATED DNA

BLOTTED ONTO NITROCELLULOSE PAPER

The gel is transferred

c
2
= adsorbent
© —— layers
= — E .
- ' : nitrocellulose
& \ or rylon
= .
huffer
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(D) sealed (E)
glastic labeled
ag bands
~_ LABELED DNA PROBE . A

HYBRIDIZED TO _

COMPLEMENTARY DNA positions =

BANDS VISUALIZED BY of ==

AUTORADIOGRAPHY labeled ~pr
markers E v

labeled
DNA probe
in buffer

DNA on membrane (a band "up close”)

I I I I I I I I I I Low specific activity probe weak S]gna]
m e R on Southern
bound to DNA on membrane

« S A

RN~ S - ®®

',.3':&‘_. . ':-".

High E:DEIZ:if]'F: activity probe strong signal
bound to DNA& on membrane




Northern-blotting

- 0 RNA a analisar ¢
separado com base no
seu tamanho por
clectroforese
desnaturante e
transferido para um
suporte solido

- 0 restante procedimento
¢ semelhante ao do
Southern-blotting

aaaaaaa
CASAL

L- +~RNA
Z

, || agarose gel
= Il electrophoresis

weight —& glass plate

absorbent material
V7 (e.g. paper towels)

nitrocellulose

i
sheets \I ~ membrane filter
|/ \I- = \. agarose

‘ gel
l ‘K [ \1 1 cling
5 K\ : ] fim

filter paper  support  buffer solution
wick

hybridization and
4 autoradiography

DNA probe
= e /— hybridized to an
RNA transcript




(B) () Weight Hlotting

Nitrocellulose Poper
filter
Spacers Gl
—— —
n Gel
) AN “'ktﬂ I\
VNN ey A
7 \
Tray containing Support Wik of Lay natrocelluose filser
bulter solution fher paper on top of gel; place blotting
paper on filter; add wegv,
Add RNA samples to gel Place ped on wet filter paper RNA ,:\ut‘.:ﬂm
and sepurate according to betwoen teo spacerns by capillary action
size by gl chectrophoresis, J
) (E} Prepare awto-
radiograph and
Add radioactive e Lo
single-stranded
L =T - RNA sequence
probe DNA thy (- /.( —~ b, of interest 'h“'\'\
S i )
o ‘ | RNA sequence =1 -
bag 77 é‘ R =l
4 = /

- P e
NIRRT

with RNAs Probe
of interest = o _
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3.0 kb

1.8 kb

0.7 kb

H B

2.1kb

Gene X

P A

v
mANA ANV VVVVVVVVVV 21 kD

Y

Po|ypgpt|de 0000000000000000000000000008 700 aa

H-digested B-digested

Well _

Gel
3.0kb

1.8kb
0.7 kb

genomic genomic Total Total
DTA D!:A FﬂilA proie'n
aa —
21 KD| e
o , ein .
o o “Hlsanil
Probe: cDNA Probe: cONA  Probe: antibody
of gene X of gene X to protein X




