lecnologia
do DNA recombinante
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Watson & Crick  Tecnologia DNA lan Wilmut
Estrutura do recombinante

el ’ _ clonagem de mamifero
quimica do DNA Insulina recombinante (1997)
(1953) (1978)
““““ o ¥

‘ bactéria E.coli

plasmideo

Nature, 25 - Abr - 1953 recombinante
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PGH

Conhecer genoma H. sapiens
(1995-2003)

Transgenia
(1995-2006)

Plantas transgénicas
e alimentos N

Voo
/8

geneticamente
modificados

310 I AN : :
Cumiz ;fn de Agricullura e Polft!ca Rural

Bepiao Maura Marlanipes

Pratica clinica
Testes genéticos
(1995-2006)




Milhoes de Diabéticos necessitam de
Iinsulina para sobreviver

Embalagem e Uso pélos
Extracao Purificacao distribuicao diabéticos
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“A engenharia genética atua no nivel
molecular, onde as diferencas entre
especies desaparecem”
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O que € um DNA recombinante?

- E uma molécula de DNA formada pela
ligacao de duas moléculas de origens
diferentes (Ex. DNA de planta ligado a
um plasmidio)
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ENZIMAS DE RESTRICAO
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Descritas em 1970,

e Uma enzima de restricao ou endonuclease de restricao €
um tipo de nuclease que cliva a dupla fita de DNA sempre
que identificar uma seqliéncia particular de nucleotidios
que seja o sitio de reconhecimento da enzima;
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;‘-'_,' Funcao Natural: proteger o DNA
bacteriano do DNA exdgeno

EcoRV EcoRV
methylase

nuclease

CHg

Bacterial genome
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'

2" GGATCC 37
J - CCTAGG 3

1.

TANDORNUCTRASTR [BART (R

BamHl

- reconhecem seqliéncias especificas de nucleotideos no DNA -
palindromes, atuando como verdadeiras tesouras moleculares
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Nomenclatura

o BamHl - Bacillus amyloliguefaciens H
5" G/GATCC 3’
o FcARI - Escherichia coli R
5" G/AATTC 3’
o Ha€lll - Haemophilus aegyptius
5" GG/CC 3’
o Psfl - Providencia stuartii
5" CTGCA/G 3’
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oI\  ENZIMAS DE RESTRICRO %%

Tipos de cortes:

- Producao de terminais coesivos (adesivos, protuberantes)
- Producao de terminais abruptos (ou cegos)

A, Corteassimétrico E. Corte simetrico
o f
GAATT C CCC GGG
LITTAAG LLG COL
A,
J' Separacdo dos .
fragmentos ¢
jl 3' j' 3' jl 3| 5| 3I
P @ BATTC 5 CCCy ©BGG
{ CTTAK G ¢
3 bl 3! 5 3 5 3 )

Fragmentos com terminais coesivos Fragmentos com terminais abruptos
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Enzima de Resfrigdo
Acfo da EcoR1

bt U |
N ONGEE I\ 379C, 1 hora,
T“@a & / com tampao

adequado

O fragmento de DA,
pd Ig avtro
am ponta d

1
2O TTTTDOOONK

DrA, recombinate
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181

241

301

361

421

ACCATATGCG
TGGTATACGC

ATTCGCCATT
TAAGCGGTAA

TACGCCAGCT
ATGCGGTCGA

TTTCCCAGTC
AAAGGGTCAG

Xbal

BamHI

LV VR VR VR VR VE VR VE T VT VTV V]

ENZIMAS DE RESTRICAO

GTGTGAAATA
CACACTTTAT

CAGGCTGCGC
GTCCGACGCG

GGCGAAAGGG
CCGCTTTCCC

ACGACGTTGT
TGCTGCAACA

CCGCACAGAT
GGCGTGTCTA

AACTGTTGGG
TTGACAACCC

GGATGTGCTG
CCTACACGAC

AAAACGACGG
TTTTGCTGCC

Kpnl

LV VR VR VR VR VR

GCGTAAGGAG
CGCATTCCTC

AAGGGCGATC
TTCCCGCTAG

CAAGGCGATT
GTTCCGCTAA

AAAATACCGC
TTTTATGGCG

GGTGCGGGCC
CCACGCCCGG

AAGTTGGGTA
TTCAACCCAT

HindIII

L R VR VR VTV V]

CCAGTGCCAA
GGTCACGGTT

EcoRI

PO PO o oo N

GCTTGCATGC
CGAACGTACG

ACTCTAGAGG ATCCCCGGGT ACCGAGCTCG AATTCGTAAT CATGGTCATA
TGAGATCTCLC TAGGGGCCCA TGGCTCGAGC |[TTAAGCATTA GTACCAGTAT

NarIl

LY VR VY VY vy )

ATCAGGCGCC
TAGTCCGCGG

TCTTCGCTAT
AGAAGCGATA

ACGCCAGGGT
TGCGGTCCCA

PstlI

VLV V)

CTGCAGGTCG
GACGTICCAGC

GCTGTTTCCT
CGACAAAGGA
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Clonagem molecular

V4

- E o isolamento e a propagacao em um
organismo de moléculas idénticas de
DNA
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TIPOS DE VETORES
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Vetores Hospedeiros Utilizacdo

-

Cosmideos <

4 4

. clonagem
Bactérias / leveduras

Plasmideos

Bacteriofagos
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CENBI®T VETORES PLASMIDIAIS
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e Plasmideos sao moleculas de DNA circular, fita dupla,
extracromossomico, que ocorrem naturalmente em
bactérias e algumas leveduras.

e pUC18
e pBR322
e pUP310

— Codificam genes nao essenciais
— 1a 200 kb
— 1 até 10.000 copias/celula

Obs.: Utilizados para clonar fragmentos de até 9 kb
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CENBIGT VETORES PLASMIDIAIS

Vetor de Expressao em
Procarioto

rCanamicina

puUS974

4039 pb
RBS

Phsp60




Vetores da familia pET (Novagen)

pLink

L _lacO
¥ ]

lac O T7 RNA Pol

BL(DE3) Host Chromosome

Altos niveis de expressao
Promotor T7 é mais forte que o lac
Controle rigoroso pelo lacO

Necessita de cepa de E. coli especial
— BL21(DE3)



Vetor de expressao com cauda de
histidina — purificacao por
cromatografia de afinidade com niquel

EK site (His)
plink

EK cleavage

|
. Enterokinase |
115 fag
S recagniiion I
binds Ni<* resin * 1
segiience *

NH?2 termunal - hus his his lus hus hus asp asp asp asp lys - xxo 2o xxx

NH2 termnal - xxx xxx xxx

cleaved profein sequence
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rAmpicilina Nﬁomotor CMV
Mlntron
EcoRI(1251)
T t :/BamHI(1257)
p 6arbg e \EcoRI (1319)
(0]
e HirdIII (1326)
A\ N
Poly A
\\/ Vetor de Expressdo em

rNeomicina Eucariotos
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Vetor de Expressao em
Eucariotos

MCs
(19 unigue sites)
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-Virus que infectam bactérias;
- DNA ou RNA;

- Capsideo

- Biologia do fago

- Utilizados para clonar fragmentos de 9 kb a
25 kb

Econ /cus site

rato  TINC T 7 14 I

cos site



BamHl BamHl|
DNA gendémico * ‘
4 semom , Sitios Sau3A Velor bacteritfago N |~ r— ot ypme———
G —:'. f-__ il '):;<TL B

Ao LIEA ) Digerir com BamH|
| ZAPSETH ’
S \' N ~ ———— e ——EE——————

> e —— e

Isolar bragos esquerdo e direito

J l —

—— — —— isolar fragmentos T I— I S—— C——
S S——— e T ST SE—— —
————————— = p — e e ——
— — — C— i — E— —
/ . S S S——
—_— Descartar fragmentos
ar SUDngpO — e ——— menores e maiores Ligar
bdos os sitios i

auGA &
. Concatenado de muitos l

Brage esquerdo Brago direito fagos A recombinantes ‘
i L2
=  ——— : —_— . ‘—_ ' - ——
" Clivagem in vitro
| M |
DNA1g: :gmlco | |, do concatenado
/

Embalagem em fagos m

S

Bacteriofagos

e = _ o > —~ Placas
- o~ z:~ « &=



CENBI®T COSMIDEQS

-Sao hibridos entre plasmidios e bacteriofagos;

- Utilizados para clonar fragmentos de 25 a 35
kb;

. it
AR

Cosmideo

CO5
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-
V)
O
O

_.l'llr.,"ll: :. L"_”l . — ;— n

Concatenado de DNA de fago A

l_] n".' .

I e
|

Pontas coesivas (cos)

DNA gendémico

Clivagem parcial com

em plasmideo

g Clonar DNA cos

=
F-

¢ sitio cos

£ \
£ [tef? L
£ 1 <= Bgll (Sau 3A = compativel)

Cosmideo Linearizar no sitio Bgll

l SaudA. Isolar vetor
%/ fragmentos de 35-45 kb Ny
% gmen =) ?erﬂ
— “-__- N — 1 : : -
sitios cos
Ligar
teff DNA vetor U
—— e — S — L — S —

| e —

sitios cos DNA gendmico

7
i

Cosmideo recombinante

replica-se como um plasmideo. e.%h \_J

H Embalagem in vifro reconhece dois
1! sitios cos que estao distantes 35-45 kb.

e g "y o
. T o i
1 B3k R R

desbentinl]

—

Infectar E. coli.
Selecionar para resisténcia a Tet

cdUEEL UL

célula de E. cofi

DNA genbmico



CENBIGT VETORES DE CLONAGEM

e Replicacao autbnoma
e Marcador de selecao (antibiotico)

e Sitio unico de clonagem



CENBI®T VETORES DE EXPRESSAO
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e Necessitam de um promotor forte, de
um RBS e de ATG

e Promotores induziveis
e Sinais de secrecao
e Fusao com proteinas carreadoras
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CLONAGEM MOLECULAR
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eE o0 isolamento e a
propagacad  em  um
organismo de moléculas
idénticas de DNA
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CONSTRUCAO DE UM MICRORGANISMO
RECOMBINANTE

1. Obtencao do DNA a ser clonado
2. Preparacao do vetor

3. Ligacao do vetor com o “inserto”
4. Transformagao da bactéria

5. Selecao dos clones recombinantes
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1.0btencao do DNA a ser clonado

- Extracao de DNA;
- PCR

- Digestao

- Purificacao
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Sgan:h| Mucleotide

Xyes
NCBI *4:*40 o mNucIeottde
All Databazes Fubhied Hucleotide Frote Structure FWC
“"| for |IPL32 ﬁ [Clear] Save Search
|, Lirnits ] Previewdndex | History | Clipboard | Details ]

Ahout Entrez

Entrez Mucleotide
Help | FAG

Entrez Toals

Linkut

Tl ' MBI

Feference sequence
project

Search for Genes

Submitto GenBank

ch for full lenath

Display Surmmary

-
W
All: 84 | hacteria: 79

Show only records from: CoreNucleotide (g4), EST (0), GSS (0).

C11:

Cl4:

: NC 005823

: AED16823

: DO145555

V]sjmw‘zﬂ v|52ndtu v

W
mRNA 5 | RefSeq:2 [%)

[What's this?]

Items 1 - 20 of 84

AE010300 Reports

Leptospira interrogans serowvar lai str. 56601 chromosome I, complete sequence
21242046 16|gb|AE010300.1|[24204616]

Reports

Leptospira mterrogans serovar Copenhagen str. Fiocruz L1-130 chromosome I, complete sequence
2il45655914|ref]NC_005823.1|[45655914]

Reports

Leptospira mterrogans serovar Copenhagent str. Fiocruz L1-130, chromosome I, complete sequence
g45602555|gb|AEO16823.1|[45602555]

NC 0043242
Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601 chromosome I, complete sequence
2124212700)ref]NC_004342.1)[24212700]

Reports

Reports
Leptospira mterrogans serovar Sejroe outer membrane hpoprotemn LipL.32 gene, parhal cds
2172536184 |gb[DOQ149595.1|[72536184]
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1.0btencao do DNA a ser clonado

= PGR

94 9C por 5 min

94 °C por 1 min
55 °C por 1 min
72 °C por 1 min

72 °C por 5 min
4 °C



CENBI®T

centro de bictecnologia - UFP




CENBI®T

centro de bictecnologia - UFP

Visualizacao do DNA em
ultravioleta
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3.Preparacao do vetor

Plasmideo linear
Plasmideo Circular A

AATT
vz s EE W,
e 'g

\/ ¥
Yosnnnnnis’;

Digestao com
Enzimas de
restricao
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4. Ligacao
DNA
plasmidial -
Extremidades coesivas vetor

T
@rf}ﬁ o

=T A

Fragmento
g P

de DNA - LIGASE
Inserto
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. - . - . _ Zona de ades = . _ - .
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V4

CHOQUE TERMICO
5
s
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= . = . L__1 Fosfalipiden

fan de clci
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ELETROPORACAO




5.Transformacao da bactéria

o
<L
3
o
o
o
24
-
|-
—|
BBl
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6.Selecao dos clones recombinantes

e w
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RESUMINDO...



S o o Cortar o DNA
com enzimas
de restricao

Fragmento 3
Fragmento 2 Fragmento 4
Inserir
fragmentos em
3 vetores
Introduzir
¢ vetores em

bactérias por:

eletroporacao
@ 3 @ @ ou choque
05?" @ @ @) térmico




Construcao do DNA Recombinante

Molécula de DNA de Molécula de DNA de um plasmideo
um plasmideo circular linear com extremidades coesivas
A,
N T
anelamento
TTAA
1o |
A A
Clivagem com i,
enzima de
restricao : ~
Ligacao covalente
pela DNA ligase
Insercao em
uma celula
hospedeira

Molécula de DNA
G nlasmidial contendo

o inserto




MICROORGANISMO

RECOMBINANTE

Foreign DA

to be inserted T sl

* dzinimng
Plasrmid If

_\_\_\_\_\_\—\_ - a ] -
wee e e — Antibiatic-resistonce

e

Recombinant
Ol modecule TT——

Imfreaduction inta host -:::-ce:ll
T ST @ o
Tl
|

Selection for cells containing recombinant DA,
malaculaes by groseth in the presence ofF antibiatic

#

FiounreE 5-11
Thoe cloning afl DMNA o o plasmid,



N

PLANTAS
TRANSGENICAS

TAAN Rias

nhagrative
T I35 Yoaotor
L
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R ™ o
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Ligorn=

CadAay --__ ** — Termminaboe
Proenoaber
H\\ _/

Transfaer to
A o iariuT

1 infect Icbhoacco

lesaf Gisks

Regoencoctaed

Iransoenic plonts

Tronsgenic Tronsgens< slant Comral plant
plan! expressing nod Cxpressireg 5 is anfacrod
CF e=s proteaiecd is infected



PEIXES TRANSGENICOS
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