Tecnologia do DNA
recombinante



Clonagem Molecular

Fragmentos de DNA de interesse

Vetores: Plasmideos Hospedeiros:
Fagos E.coli
Cosmideos Levedura
BACs/ YACs Células vegetais

Células animais

Enzimas: Enzimas de restricao
DNA polimerases
DNA ligases
Topoisomerases
Fosfatases



Clonagem

1 Colocar um fragmento de DNA , em um trecho de DNA
de replicacao autonoma, conhecido como vetor.

1 Sera formada uma molécula de DNA recombinante,
gue pode ser replicada independentemente do genoma
original e normalmente em outra célula hospedeira.

1 A propagacao do organismo hospedeiro contendo o
DNA recombinante forma uma conjunto de organismos
geneticamente idénticos, ou um clone.

1 Este processo € chamado clonagem do DNA.



Para que serve a clonagem?

1 Facilita o iIsolamento e a manipulacao dos
fragmentos do genoma de um organismo
replicando-o0s independentemente como
parte de um vetor autbnomo



Chromosome Gene of interest
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Aplicacoes da clonagem molecular:

1 Sequenciamento de DNA: e a obtencao da
sequencia de proteinas

1 [solamento e analise dos genes
1 Investigacao da funcao da proteina

1 |dentificacao de mutacoes, ex. defeitos génicos
gue levam a doenca



Aplicacoes da clonagem molecular:

1 Biotecnologia: producao comercial em grande
escala de proteinas e outras moleculas de
Importancia biologica, como a insulina e
hormonio de crescimento

1 Transformacao de animais e plantas e terapia
génica

1 ModificacOes na sequéncia de aminoacidos de
proteinas para alterar suas propriedades



Clonagem

Resumindo.............

ligar 2 ou + segmentos de DNA, gerando
uma molecula capaz de se replicar de
forma autonoma em um hospedeiro



Vetores de clonagem

a Vetores de Clonagem Bacterianos

* Plasmideos: fragmentos ate 10 kb

« Bacteriofagos: fragmentos até 20 kb

« Cosmideos: fragmentos até 40 kb

 BACs (cromossomo artificial bacteriano): ate 300 kb

d Levedura: YACs: ate 1 Mb (cromossomo artificial de
levedura)



Vetores de clonagem

1 Plasmideos

1 Bacteriofagos

1 Cosmideos

1 BAC — Bacterial Artificial Chromossome

1 YAC — Yeast Artificial Chromossome



Plasmideos

1 Definicao: Todos determinantes de

hereditariedade extracromossomais (Lederberqg,
1952)

1 Desde 1970, se tornaram elemento chave na
tecnologia do DNA recombinante e tem sido
usados como vetores de clonagem para a
propagacao do DNA dentro das especies.

1 Ocorrem naturalmente em bactérias e alguns
organismos eucarioticos como leveduras.



Plasmideos

1 Sao moléculas de DNA circular, dupla fita,
extracromossomico

1 Possuem capacidade de replicacao autonoma

1 Codificam genes de resisténcia (fator R)



Plasmideos

Na células, sao responsaveis por funcbées como:

Fixacao de nitrogénio em certas bactérias

Resisténcia a metais pesados e radiacao

Desenvolvimento de tumores em plantas

Producao de determinantes de virulencia
bacteriana



Plasmideos

1 DNA circular acessorio (extracromossomico), auto-
replicativo tamanho de 1 a 10kb

Bacterial

Plasmids chromosome

Plasmids: small circular DHA molecules present in many bacleria



Vetores de clonagem: Caracteristicas

1 Normalmente devem ser capazes de se replicar
e ser isolados independentemente do genoma
do hospedeiro

8 Marcador selecionavel:

um gene que permite que as celulas
hospedeiras contendo 0 vetor sejam
selecionadas dentre as que nao contém, em
geral conferem resisténcia a antibidticos ou
permite sua sobrevivéncia em determinadas
condicoes.



Estrutura dos plasmideos:

1 Origem de replicacao para a propagacao do
plasmideo

1 Genes para selecéao
1 Sitios de clonagem

1 Natureza circular e fechados covalentemente



N\

Elementos para facilitar Elementos transcricao:

a clonagem: -Promotores

-Sitios de multipla clonagem -Terminadores

-Genes para selecéo Plasmideo -Sequencias regulatérias
Elementos para manutencéo Elementos para tradugao:

e replicacao: -Sitio de ligac&o ao ribossomo

-Genes para a regulacao da -Cédon de iniciacéo da traducéo (ATG)
replicacao -Codons de terminacdo (TAA, TGA, TAG)
-Multiplas origens para -Genes para fusdo

replicacao



plasmideo | DNA

11 RESTRICAO E LIGACAO

Plasmideo
recombinante

ﬂ TRANSFORMACAO (em E. coli)

Bacteria
Geneticamente
modificada

DNA
cromossomico Antibiotico (selecao de clones)

Clones




Tipos de vetores para E.coll

1 Vetores para isolamento e propagacao

1 Vetores para expresséo



Tipos de vetores para E.coll

asmic
asmic

asmic

eos com estabilidade
eos com selecao melhorada
eos com alto numero de copias



Tipos de vetores plasmidiais para E.coll

a) Plasmideos com estabilidade :

Incluem plasmideos com varias origens de
replicacao, estabilizando funcoes de
sobrevivéncia gue garantem a
manutencao das linhagens hospedeiras
gue contém o plasmideo




Tipos de vetores plasmidiais para E.coli

b) Plasmideos com selecao melhorada:

Inativacao insercional de um gene gue tenha
alguma atividade especifica



Recombinant pBR322 -
amp'™ tef™™

Ampicillin agar
— all colonies grow

Waooden
block

Touch surface V Touch surface
—

Incubate

Replica plating

Colonies on Tetracycline Colonies on
nrnp:::lllr: agar agar tetracycine agar

Tetracycline agar
only non-recombinant
colonies grow




Cluster of unique
restriction sites Recombinant

- Hind!l|

Pt | pUCS
Sall, Accl, Hincll
BamH|

- Smal, Xmal

- EcoRl

B-galactosidase produced ' No B-galactosidase
X-gal split to blue product X-gal not split




Exemplos de plasmideos

Plasmideos da série pUC possuem
gene de resisténcia a ampicilina e
da origem de replicacdo de DNA
ligados ao gene da B-galactosidase
de E.coli, aléem de varios sitios de
clonagem.

A insercdo de um fragmento de DNA
em um destes sitios causa a
interrupcdo do gene, levando a
perda da funcdo B-gal. As bactérias
contendo oS plasmideos
recombinantes sao selecionados
pela coloracdo branca das colbnias,
enquanto aqueles que receberam o
plasmideo sem inserto apresentam
coloracdo azul, resultantes da acao
da B-gal ativa
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Tipos de vetores plasmidiais para E.coli

c. Plasmideos com alto nimero de copias

O numero de copias chega a 20 por
célula. Este alto numero de copias é util

para a sintese de grande guantidades de
DNA plasmidial.







Tipos de vetores plasmidiais para
E.coll

Estes plasmideos maximizam a eficiencia da
Iniclacao da transcricao com a introducao de
promotores fortes para se conseguir altos niveis
na sintese de mRNA.



Tipos de vetores para E.col

a) Plasmideos para expressao direta da proteina:

b) Plasmideos para fusfes traducionais:



Tipos de vetores plasmidiais para
E.coll

a) Vetores para expressao direta da
proteina: a expressao do gene pode ser
alcancada pela clonagem do DNA
contendo a regido necessaria para a
transcricao e traducao eficiente do gene



Vetor de expressao plasmidial

Multiple cloning site
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Selectable marker
(e.g. antibiotic resistance)

Figure 9.1 The key features of a typical vector for protein production.




Tipos de vetores plasmidiais para
E.coll

b) Plasmideos para fusfes traducionais:
Para que servem as fusoes?

- Aumentar a solubilidade da proteina
- Purificacéo da proteina



Plasmideos para fusOes traducionais:

His-tag

6xhiIs

Gene de Interesse

R

\/

. Ni+2-NTA (Acido

NitriloTriAcético)

Resina com Niquel




Plasmideos para fusoes

traduclionails:

Proteina de Fusao

Ligante imobilizado

Competidor

Glutationa S
transferase (GST)

Glutationa reduzida

Glutationa reduzida

Cauda de Niguel ou Cobalto Imidazol
histidinas(His-tagged)
Proteina de ligacdo a | Dextrina Maltose

maltose (MPB)




Exemplos de plasmideos para
sistemas de expressao:
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Exemplos de plasmideos para
sistemas de expressao:

T7 promoter primer #69348-3

n >
T m primer #69214-
pE upstr%?} ,'pl?p' mer #69214-3 T7 promoter N — - s
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTT TAACTTTAAGAAGGAGA
Neo His*Tag _Nde! Nhel T7+Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGBCAGCCATATG!
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlylLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGin
Eag| 'thrombin
BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindll _Notl  Xhol His*Tag

,,,,,,,, _ 3AATTCGAGCTCCBTCGACAAGCTTGCBGCCBCACTCEABCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28a(*)
MetGlyArgGlySerGluPheGluleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProl euArgSerGlyCysEnd

.. .GBTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC  pET-28b(¢)
..GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAloAloAlaleuGluHisHisHisHisHIsHisEnd

...GETCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEGCTGCTAACAAAGCCC pET-28c ()
..GlyArglleArgl leArgAlaProSerThrSerl euArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleul euThrlysPro. ..

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGEGTCTTGAGERGTTTTTTE

T"." terminator primer #69337-3

pET-28a-c(+) cloning/expression region




Exemplos de plasmideos para sistemas de
expressao:
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Vetores de clonagem

1 Bacteriofagos
1 Cosmideos
1 BAC — Bacterial Artificial Chromossome

1 YAC - yeast artificial Chromossome



Bacteriofagos ou fagos

1 Bacteriofagos:
Insertos ate 20kb




Caracteristicas gerais

1 Agentes Infeccliosos extremamente
pequenos. Tamanho entre 20 e 1.000 nm.

1 Parasitas intracelulares obrigatorios:
necessitam de células hospedeiras para a
sua multiplicacao



Bacteriofagos ou fagos

Avirus que infecta bactérias
dcapaz de se replicar dentro de bacterias

0O genoma de um fago pode variar entre
2,5a 150 Kb

dAlguns podem ser usados como vetores
de clonagem



Bacteriofago Lambda

1 Consiste em uma cabeca icosaédrica contendo
0 genoma linear de 48.5 Kb de DNA e uma
longa cauda flexivel

Placa basal




1 O bacteriofago Lambda pode ser usado como
vetor de clonagem

1 Em resumo, o fago Injeta se DNA linear na
celula

1 Ele pode se replicar para formar muitas
particulas de fago, que sao liberadas da celula
por lise e morte celular (fase litica) ou o DNA
node se integrar ao genoma do hospedeiro por
recombinacao sitio especifica onde pode
permanecer por longo periodo (fase lisogénica)




Biologia do fago Lambda

1 Lambda virion: consiste na cabeca do fago, a qual
contém moléculas de DNA e na calda a qual € usada
para adsorcao celular e é provavelmente usada para
Injetar o DNA na célula.

1 O cromossomo Lambda € uma moléecula de DNA
(simples e dupla fita) com 48.501 pb. Na extremidade da
moléecula de DNA ha extensdoes complemetares simples
fita de 12 bases

1 A extremidade coesiva anelada cria um sitio chamado
coS



Capa de proteina

Bacteriéfago A

i : — -
Braco longo P __“ Bracocurto cos
(esquerdo) (direito)

Nao essencial
48,5 kb

5-CGGGGCGGCGACCTCG -3
SLGCCCCGCCGCTGGAFC—S

Clivagem Ligacao
(durante embalagem) (ap6s infecgéo)

GGGCGGCGACCTCG—¥&
5-CG + GC-&
3-GCCCCGcCccaGerTaaa




1 Quando o fago Lambda infecta a célula
dois resultados sao possiveis:

1- Desenvolvimento litico que resulta na
producao de 100 progénies de Virions e
lise celular, tudo dentro de 35 minutos.



2- O cromossomo Lambda carrega a
resposta lisogénica, no qual genes liticos
se tornam reprimidos e o DNA Lambda se
torna recombinado e pode ser replicado
por muitas geracoes como parte do
Cromossomo bacteriano



Lise de bactérias apos infeccao fagica

ey S \,;‘.-—/" Lysis Phage%_}:_ 7=, _—Host DNA
.4 Phage ‘k )
G N
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Infeccao do fago Lambda

Lambda adsorve na parede bacteriana
atraves de uma interacao entre uma
proteina J situada na ponta da calda do
Virion e a proteina Lam B, localizadas no
lado de fora da membrana celular.



Infeccao do fago Lambda

1 O fago se liga a receptores especificos na
membrana externa de E.coli e o genoma viral é
linear dentro do virion, suas pontas Ssao
uniflamentares e  complementares, Ssao
chamadas de cos.

1 As pontas coesivas cos se ligam guando estao
na célula, produzindo um DNA circular



Infeccao do fago Lambda

1 Dentro da célula infectada o fago podera
sofrer ciclos de vida liticos ou lisogénicos



Ciclo Litico:

Existem trés classes de genes do fago A expressos em
diferentes tempos apos a infeccéao.

Genes |IE (Imediate-early): apos a circularizagao ocorre
a transcricao de genes IE nos promotores pR e pL que
levam a transcricao dos genes N e cro

Genes DE (Delayed-early): que resulta na replicacao do
genoma

Genes L (late): produz proteinas estruturais necessarias
para a montagem de novas particulas virais e lise celular



Ciclo Litico:

A circularizacao do genoma € seguida pela
transcricao de genes IE, que é Iniciada a partir
de dois promotores P, e P, que levam a
expressao dos genes N e Cro.

Os 2 promotores sao transcritos para a
esquerda (P,) e para a direita (Pg) usando
diferentes filamentos de DNA como molde para
a sintese de RNA.



Transcrigao posterior (contin.)

Transcrigao posterior-cedo (delayed-early)

>
>

Transcrigdo imediata-cedo (immediate-early)




1 A transcricao de pR leva a um acumulo de
proteina N, que atua como um anti-
terminador da transcricao e Inibindo a
terminacao da transcricao a partir destes
promotores



Transcrig@o posterior (contin.)

Transcri¢ao posterior-cedo (delayed-early)

>
>

Transcrigdo imediata-cedo (immediate-early)

=
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1 Como resultado os mRNA transcritos sao
produzidos a partir de pL e pR,.

1 Os guais continuam a transcricao para a
direita, produzindo os genes O, P e Q e
para a esquerda genes envolvidos na
recombinacao, que levam a replicacao do
genoma



Transcrig&o posterior (contin.)

Transcri¢ao posterior-cedo (delayed-early)

>
r

Transcrigdo imediata-cedo (immediate-early)




1 A transcricao a partir do pR resulta na
producao de proteina Cro

1A proteina Cro se liga a sitios de
sobreposicao de pL e pR e Inibe a
transcricao a partir destes promotores

1 Como resultado: a transcricao termina



Resultado do acumulo do da proteina Cro:
1 A transcricao Inicial é desligada

1 O acumulo de proteina N e Q permitem a
transcricao de Genes Late a partir de pR

1 Os Genes Late ou tardios codificam:
-proteinas estruturais da cabeca e cauda do virion
-Uma proteina para cortar a ponta cos

-Uma proteina que permite a lise da celula
hospedeira e liberacao viral

1 O ciclo litico pode ser completado em 35
minutos



Ciclo Litico:

Bacteriophage injects
its DNA into the bacterium

Bacterium breaks open
and new phages are released




Ciclo Lisogénico

1 A decisao entre desenvolvimento litico ou
resposta lisogénica envolve aspectos de
iInfeccao do fago e o estado metabdlico da
célula hospedeira.




Ciclo Lisogénico

1 A lisogenia depende depende da sintese
da proteina Repressora Lambda, que € o
produto do gene cl.

1 O Repressor Lambda reprime pR e pL, e
portanto toda a expressao Iinicial

1 Consequentemente ele reprime toda a
expressao dos genes tardios quanto o
ciclo litico, isso leva a lisogenia



Ciclo Lisogénico

10 balanco entre as vias liticas e
lisogénicas e determinado pela
concentracao da proteina Cro (que inibe a

transcricao do gene cl) o que favorece a
lise



Ciclo Lisogénico

1 A Infecao lisogénica pode ser mantida por
muitas geracoes durante o qual o profago é
replicado

1 A transcricao durante a lisogenia &€ amplamente
limitada ao gene cl, que a partir de seu proprio
promotor.

1 Escapar da lisogenia ocorre particularmente em
situacoes a célula infectada esta sob ameaca de
dano



Bactericphage A

acteriophage N attaches
> an E. coli bacterium

Ciclo N~ = _ R
Lisogénico

the bacteral chromosome

Rewurn to the
Iytic cycle, after many bacterial
cell divisions

New A\ phages are released



Inducao do ciclo litico

1 Os fagos Lambda sao induzidos ao ciclo
litico por luz UV.

1 Os dados da luz U.V ativam um conjunto
de genes da bacteria chamados SOS

1 Estes genes estao sob controle do
repressor Lex A

1 Os danos causados pela luz UV levam a
Inativacao do repressor Lex A



Inducao do ciclo litico

1 Os danos por UV levam ao reparo do
dano

1 O produto destes reparos alteram a
atividade da proteina rec A e esta adquire
atividade proteolitica.

1 O repressor Lex A € clivado em 2
dominios perdendo sua atividade
repressora



Inducao do ciclo litico

1 Assim, a Inativacao dos repressores levam a
expressao dos genes de P, e P,, de modo que
0S genes do ciclo litico sao expressos mais
cedo.



Empacotamento de DNA:

1 Concatameros de DNA sao reconhecidos e
cortados por uma enzima do fago chamada
Terminase

1 A Terminase se liga no DNA no sitio cos B e
introduz cortes no sitio adjacente, Cos N,
para gerar extremidade coesiva como
encontrada no DNA do Virion



Empacotamento de DNA:

1 Durante 0 empacotamento a Terminase
continua em contato com o DNA gue esta sendo
empacotado e cliva o sitio Cos B terminal

1 O empacotamento é processivo ao longo do
concatamero, Indicando que a Terminase
continua ligada no cromossomo para uma Ssérie
empacotamentos posteriores



Empacotamento de DNA:

1 O sitio contendo o sinal do DNA a ser empacotado €
chamado Cos e consiste em cos N, cosB e cos Q

1 Cos N: sitio onde o corte e introduzido para gerar
extremidades coesivas

1 Cos B: sitio de ligacao da Terminase, a cos B tem
funcao crucial no empacotamento do DNA por participar
da formacao do complexo pos-clivagem que se liga a
pro-cabeca.

1 Cos Q: Sitio requerido para a terminacado do
empacotamento do DNA



ATP bZip Pro c
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Utilizando o Lambda como vetor

1 Regiao de substituicao e insercao de
vetores

1 Sitios de endonucleases de restricao para
clonagem e excisao do inserto

1 Selecao de recombinantes



1 Bacteriofago Lambda:
A- Elementos para expressao:

A proteina repressora Lambda codificada
pelo gene cl €& muito eficiente na
repressao dos promotores P, e PL. Por
esse motivo o promotor P, tem sido
utilizado para a expressao de proteinas
recombinantes



Mecanismo do bacteriofago para
expressao de proteinas

O mecanismo basico para o uso deste sistema
promotor/repressao € ter um gene de interesse
clonado sob controle do promotor P,.

No mesmo plasmideo, o gene repressor cl
contem uma mutacao cl857 que faz o repressor
ser sensivel a temperatura.



Mecanismo do bacteriofago para
expressao de proteinas

Baixas temperaturas o repressor € ativado e reprime o
promotor PL

Quando a temperatura € aumentada, o repressor se torna
Inativado porque ele desnaturou e o promotor PL é
desreprimido.

A expressao de um gene pode ser alcancada e controlada
por temperatura.

Este € um dos primeiros sistemas a ser utilizado por ser
eficiente e de baixo custo



Temperatura

RNA polimerase

Repressor CI857

Promotor APR

Promotor APL

CI857

Gene T7-1

BL21(G2)

T7 RNA polimerase

‘-

T7RNA polimerase

Promotor T7

Gene alvo




Problemas utilizando o fago Lambda:

Para inativar a proteina cl 857, deve-se
aumentar a temperatura. Fazendo ISso
pode induzir a resposta “heat shock™ em
E.coli, e esta induz a expressao de varias
oroteinas, incluindo proteases, que podem
oroduzir um clone instavel e impedir a
oroducao da proteina de interesse




