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Hospedeiro

1 O Hospedeiro € um sistema vivo estavel,
no qual o vetor pode ser propagado.

1 O vetor € o mensageiro do gene a clonar.



Que atributos deverao ter as celulas
hospedeiras?

1 Algumas estirpes bacterianas e de
levedura foram desenvolvidas para as
experiéncias de DNA recombinante.



Que atributos deverao ter as celulas
hospedeiras?

1 Os vetores de clonagem devem ter a origem de
replicacao (ori) compativel com o hospedeiro.

1 Para que um dado plasmideo se replique nas
células, estas tém de reconhecer o seu local ori
e ai recomecar a replicacao do DNA.



Que atributos deverao ter as celulas
hospedeiras?

1 Por razbes de seguranca, as células
hospedeiras nao devem se reproduzir na
natureza, o que reduz a probabilidade de
Infeccoes acidentals de pessoas que
trabalham nos laboratérios e da populacao
em geral



Que atributos deverao ter as celulas
hospedeiras?

1 Deve-se evitar a transferéncia do DNA de
uma ceélula hospedeira para outra, de
modo a impedir a disseminacao do DNA
recombinante nas populacoes naturais
dos organismos.



Tipos de céelulas hospedeiras

1 O tipo de células hospedeiras usadas para
uma aplicacao particular deve depender
do objetivo das experiéncias de clonagem.

1 Se 0 objetivo é isolar um gene para uma
analise estrutural, € mais indicado um
sistema simples gque seja facil de usar.



Tipos de células hospedeiras

1Se 0 objetivo € expressar a informacao

genética em grandes quantidades, um
sistema mais especifico deve ser
recomendado.

1 Frequentemente um simples hospedeiro
primario é usado para isolar a sequéncia
gque é depois introduzida dentro de um
sistema mais complexo para expressao.



Tipos de células hospedeiras usadas para
engenharia genética

Grupo Procariotica / Tipo exemplos
Eucariodtica

Bactéria

Animais




Hospedeiros

1A maioria das manipulacoes de rotina
usam Escherichia coli como organismo
hospedeilro.



Hospedeiros procarioticos

1 Uma célula hospedeira ideal deve ser facil
de manipular e propagar, deve estar
disponivel em grande quantidade.

1 A bacteria Escherichia coli preenche estes
requisitos, e é wusada em muitos
protocolos de clonagem.



Hospedeiros procarioticos

1 A Escherichia coli tem sido estudada com
grande detalhe, estes estudos forneceram
a informacao basica essencial nos quais a
engenharia genética e baseada.



Hospedeiros procarioticos

1 A Escherichia coli € uma bactéria Gram (-) com
um unico cromossomo. A expressao genica
(transcricdo e traducao) esta ligada, com a
sintese de RNAmM ficando imediatamente
disponivel para a traducéao.

1 Nao ha maturacdo do RNAmM como acontece
nas células eucarioticas. A Escherichia coli pode
ser considerada como Unica, como a mais
simples célula hospedeira.



Hospedeiros procarioticos

Além da Escherichia coli, outras bacterias
podem ser usadas em experiéncias de
clonagem de genes, como por exemplo,

espécies de Bacillus, Pseudomonas e
Streptomices.



Escherichia coli

1 Na realizacao de um trabalno com DNA
recombinante frequiientemente o objetivo é clonar
um gene em E.coli e conseguir a expressao

deste gene.

1 Antes de utilizar o sistema de E.coli € importante
saber alguns conceitos geneticos de E.coli.



Escherichia coli

1 Em E.coli os genes sao organizados para formar
operons.

1 Genes organizados em operons sao
normalmente expressos em um promotor e sua
transcricao é coordenada.

1 A transcricao pode ser regulada de forma
positiva ou negativa



Regulacao Negativa

1 A regulacao negativa ocorre pelo uso de
proteinas repressoras que ligam em sitios
chamados operadores localizados proximos a
promotores.

1 Alguns repressores podem funcionar
simplesmente blogueando a RNA polimerase se
ligando no promotor, mas outras proteinas
podem atuar prevenindo outro componente da
Iniciacao da transcricao



Regulacao Negativa

(@) Auséncia de indutor

Operador ~—— opéron lac ———»

O repressor liga-se ao
operador, impedindo a
transcri¢cao do opéron lac

Repressor




Regulacao Negativa

1 Promotores sujeitos a regulacao negativa sao
frequentemente promotores fortes, que podem
ser transcritos prontamente. Conseqguientemente

a regulacao negativa para estes promotores €
muito eficiente.

1 Para cada repressor ha um mecanismo para

liberar a repressao. Esse processo € chamado
Inducao.



Regulacao Negativa

1 A inducao acontece na presenca de alguma
substancia que se liga no repressor e inibe a
repressao
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Regulacao positiva

1 A regulacado positiva € exercida por proteinas
chamadas ativadoras que se ligam a sitios do
DNA localizados proximos aos promotores.

1 Os ativadores podem permitir que a RNA
polimerase se ligue mais prontamente ao
promotor.



Regulacao positiva

1 A atividade dos reguladores pode ser
controlada. Em alguns casos, é controlada pela
presenca de um ligante.



Regulacao positiva

Operador ~—— opéron lac ———»

Proteinas ativadoras se ligam a sitios do DNA
localizados proximos aos promotores e permitem que
a RNA polimerase se ligue mais prontamente ao
promotor.



Escherichia coli

1 Escherichia coli - patogénica a humanos
1 cromossomo circular 4.639 pb

1 cepas derivadas de K-12

1 cepas + utilizadas

—denominadas por uma ou mais letras +
numeros

-JM 109, HB 101, DH5-a, DH10, BL21, XL



Escherichia coli

1 Crescimento rapido a 37°C (ciclo de 20 min)
1 Meio minimo
— Glicose: melhor fonte de C
— Extrato de levedura: nutrientes essenciais
— Triptona e Peptona: fonte aminoacidos

1 Cepas de E. coli - sem plasmideo

1 Introducéo de plasmideo = transformacéo que pode ser
com tratamento quimico (CaCl,) ou fisico
(eletroporacao)



Hospedeiros Eucarioticos

1 Uma desvantagem na utilizacao de Escherichia
coli como hospedeiro de clonagem, é que ela
pertence a uma célula procariotica, e portanto
falta a membrana nuclear (e outras organelas)
gue se encontram nas ceélulas eucarioticas.

1 Isto significa que alguns genes eucaridticos nao
funcionam em Escherichia coli, onde nao estao
no seu ambiente normal.



Hospedeiros Eucarioticos

1 Se a producdo de uma proteina eucariotica
exige um sistema mais complexo, nao deve ser
facil assegurar gue um hospedeiro procariotico

produza a totalidade das proteinas funcionais.



Hospedeiros Eucarioticos

Os eucariontes superiores apresentam um tipo
diferente de problemas para a engenharia
genética, muitos dos quais requerem solucoes
especializadas.



Hospedeiros Eucarioticos

Finalidades:

- O objetivo das experiéncias de clonagem
numa planta superior ou animal é para
alterar as caracteristicas genéticas do
organismo

- Produzir grandes quantidades de uma
proteina particular.



Hospedeiros Eucarioticos

1 A levedura Saccharomyces cerevisae € 0 ser
unicelular eucariotico favorito para a engenharia
genética. Tem sido usado a seéeculos na
producao da cerveja, do pao e tem sido muito
estudado.



Hospedeiros Eucarioticos

1 Nos termos da complexidade do genoma,
Saccharomyces cerevisae tem cerca de 6318
pares de bases contidos em 17 cromossomos



Hospedeiros Eucarioticos

1 Outros fungos podem ser usados em
experiéncias de clonagem de genes:

1 Aspergillus nidulans

1 Neurospora crassa.



Hospedeiros Eucarioticos

1 As celulas animais e vegetais podem tambéem
ser usadas como hospedeiros para experiéncias
de manipulacao génica.

1 Algas unicelulares possuem todas as vantagens
dos microrganismos pela sua estrutura e funcao
de celulas vegetals, e 0 seu uso em
manipulacdes génicas cresce a medida que é
mais estudada.



Aplicacoes da tecnologia do DNA
recombinante

= Expressao de proteinas recombinantes

= Proteinas produzidas artificialmente a
partir de genes clonados

= Tecnologia do DNA recombinante



Por que € importante produzir
proteinas recombinantes?

Dificuldade de se purificar proteinas a
partir do tecido original

Proteinas do tecido podem estar
contaminadas

Proteinas recombinantes podem ser
“engenheiradas”

Processo completamente controlado
Quantidade
Especificidade




Table 9.1 Examples of proteins approved for clinical use which are produced using
recombinant DNA methods

Name of Protein Organism or Cell Type Used in treatment of:
in Which it is Produced
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B Duas aplicacoes extremamente
Importantes ....... da tecnologia do
DNA recombinante



1 Hormonio de crescimento humano
recombinante

A administracao deste hormonio durante a
Infancia permite a correcao dos casos de
nanismo.
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Insulina Humana
11922 - Frederick Grant Banting descobre a
iInsulina.

nsulina purificada de pancreas de
DOMbos




Insulina porcina

Mycoplasma hyopneumoniae




Aplicacoes da tecnologia do DNA
recombinante

1 1978- Insulina recombinante humana: possui
uma das caracteristicas mais importantes das
proteinas recombinantes —especificidade

1 1982 - Esta insulina é disponibilizada no
mercado.

Insulin dimer Insulin hexamer



Aplicacoes da tecnologia do DNA
recombinante




Aplicacoes da tecnologia do DNA
recombinante

Zebrafish
transgénicos: genes
GFP, YFP, RFP




Utilizacao de genes reporter na localizacao de proteinas recombinantes
A) Proteina com tag GFP B) Ratinho transgénico com GFP em fusio
- S - . .
comm uma proteina epitelial

by )T ————
’_-_.m__“\

GFP-tagged protain

A) O gene recombinante codifica uma proteina de fusdo que contém GFP C-ternunal.

B) O ratmmho contém um transgene marcado com GFP expresso no corpo; o ratinho fluoresce quando 1luminado com

luz UV.
Figure 19. 18 Genetics: From genes to Genomes. 2/e. (© McGraw-Hill Companies, 2004)




Clonagem
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Passos da clonagem

1 1. Escolher um gene de interesse
1 2. Extracao de DNA
1 3. Amplificar o fragmento de DNA por PCR

14. Isolar o fragmento de Iinteresse no gel de
agarose por eletroforese

15. “Cortar” o fragmento de DNA em posicao
definida com enzimas de restricao

1 6. "Cortar” o vetor de clonagem com as mesmas
enzimas de restricao



Passos da clonagem

1 /. Ligar com vetor de clonagem utilizando a
enzima T4 DNA ligase

1 8. Inserir a molécula recombinante em uma
célula hospedeira competente: Transformacao

1 9. Selecionar as células com DNA inserido:
Selecao dos clones de interesse

1 10.Verificar presenca de recombinantes



1. Escolher um gene de Iinteresse:

1 Verificar se ha sequencias relacionadas
depositadas no gene Bank

1 National Center for Biotechnology Information
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Official Symbol IGF1R and Name: insulin-like growth factor 1 receptor [Homo sapiens]
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NM 005544.2 — MP_005535.1 insulin receptor substrate 1
Source sequence(s)  ACO10735 AW469017 BCOS3A95
Consensus CDS | CCDS2463.1
UniProtkBfSwiss-Prot | P35568
Related Ensembl = EMSPO0000304835, EMSTO0000305123
Conserved Domains (2) summary

cd01204  IRS_PTB; Insulin receptor substrate (IRS) Phosphotyrosine-binding domain(PTE). This
Location:160 - 263 | domain has a PH-like fold and is found in insulin receptor substrate molecules, IRS
Blast Score: 504 molecules have an N-terminal PH domain , which is followed by an IRS-like PTE domain,
Thiz...

cd01257  PH_IRS! Insulin receptar substrate (IRS) pleckstrin hornalagy (PH) darmain, PH domnains
Location:12 - 112 are only found in eukaryotes, and are often involved in targeting proteins to the plasma
Elast Score: 466 merbrane via lipid binding, PH demains are found in cellular signaling proteins such..,
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Download = GenBank FASTA Sequence Viewer (Graphics)

Alternate assembly (Celera)

Genomic

AC_0D00045.1
Range = 221365559..221433035, complement

Download = GenBank FASTA Sequence Wiewer {Graphics)
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Range = 32280089..32347565, complement

Download = GenBank FASTA Sequence Viewer (Graphics)
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2. Extracao de acidos nucleicos

1 O DNA esta presente nas celulas de
todos 0s organismos ...

1 Extracao do DNA genomico do tecido



Os protocolos de extracao sao
baseados:

1-Ruptura da parede celular (células vegetais) e
membrana plasmatica (todas as células)

2- Extracao de proteinas

3- Precipitacao do DNA em solucao aquosa com
agentes desidratantes (sais e alcoois)

4- Degradacao do RNA residual



2-Amplificacao do fragmento de DNA por
PCR

Utiliza-se uma DNA polimerase em uma reacao
de sintese em um tubo

Existem dois pontos importantes nesta reacao:
1- Ela permite a amplificacao do DNA

2- Permite selecionar somente a parte do
fragmento de DNA que codifica o0 gene



2-Amplificacao do fragmento de DNA por
PCR

Tecnica in vitro utilizada para sintetizar muitas
copias de DNA

e . - /
Amplificar uma sequéncia alvo especifica d
Termociclador DNA molde
dNTP

DNA polimerase
Primers




2-Amplificacao do fragmento de DNA por PCR

1 Kary Mullis percebeu que utilizando dois
primers era possivel definir a regiao que
se deseja amplificar.

left hand primer

SETCGACGCTGGTTGTTGTGS
SETCEACGCTGGTTGTTGT GGG TGEACAGCGCAGATCGAT CCAGAGATGATACTACAGGTT 3
FEGTCTCTACTATGATGTCCAAS
Right hand primer

Figure 3.20 The sequence of a short stretch of double-stranded DNA is shown
together with two oligonucleotide sequences (shown in bold) which could be
used as PCR primers. The left-hand primer would anneal to the 3" end of the
bottom strand and initiate synthesis in the direction of the right hand primer.




3-Eletroforese

1 Agarose

1 Permite verificar a presenca do produto
de amplificacao

1 Permite purificar o fragmento de DNA de
Interesse para clonagem



3-Eletroforese
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Eletroforese de DNA

Fase estacionaria :Agarose

Eletroforese horizontal

Permite quantificar a concentracao de DNA numa amostra

Exposicéo aluz UV

sample

<—
buffer

Incubacdo com brometo de
Etidio

Excisdo da banda de interesse do
gel para posterior purificacao

A




3-Eletroforese em gel de agarose

1 Permite verificar a banda correspondente
ao produto de amplificacao por PCR e
posterior purificacao do inserto




4- Clivar o DNA e o Vetor com as
Endonucleases de Restricao adequadas

CTTAAG m——————————11 CTTAAG
(5"GAATTC c———o——o0 GAATTC(3"

l EcoRl endonuclease

G CTTAA
AATTC e G

Clone by insertion
at an EcoRl site
in a cloning vector.




5-Ligar o DNA e Vetor, digeridos com as
mesmas Endonucleases de Restricao

Foreign DNA

successful,

2lement is DNA
e-resistance | |igase
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Reacao de ligacao

H

{a)

0 P
5' GACTGGTACTGACT TCATCé -“-’AATTCGGGCTACTACCT-T

1CTGACCATGACTGAAGTAGCTTA%S 5$CCCGATGATGGA9

P o)
H

(b) *

[
*GACTGGTACTGACTTCATCG AATT CGGGCTACTACCT?

¥ CTGACCATGACTGAAGTAGC TTPﬂA (ECCCGATGATGGAS'
P O

H
(c)

*GACTGGTACTGACTTCATCGAATT CGGGCTACTACCT?

TCTGACCATGACTGAAGTAGCTTA%gCCCGATGATGGAf

PO
H

Figure 3.3 a) Two DNA molecules with sticky ends generated by cutting with
EcoRl, the bases making up the EcoRl restriction site are indicated in blue.

b) Hydrogen bonding between complementary bases causes the molecules,
transiently, to stick together. DNA ligase (indicated by gray shading) catalyzes the
formation of a phosphodiester bond between the 5 phosphate on one molecule
and the 3’ hydroxyl on the other. ¢) The two molecules are now covalently
linked by the top strand. The nick in the bottom strand may also be sealed by
DNA ligase, or may be repaired by the host bacterium.




Reacao de ligacao

1 Total de DNA em reacao de ligacao:
— 1 a 10 ng/ml reacao (volume de reacao 20 pul)
— ligacoes mais dificeis - mais DNA
1 Condicoes:
— balanco entre tempo e temperatura (6timo 25°C)

Em funcao tipo de terminacao:

— coesivo = 15 -20°C por 3 a 16 horas
— abrupto =4 -16°C por 4 a 18 horas



Reacao de ligacao

1 Condicoes:
— relacao molar

— Inserto: vetor (3:1)

1 (ng de vetor x tamanho inserto em kb) x (inserto:vetor)
tamanho vetor kb

— total de DNA

— tamanho do inserto

— tempo e temperatura de incubacao
— requer [ATP] =0,01 a1 mM

— requer 10 mM MgClI2




6- Transformacao de celulas:

Etapa crucial para a criagcao de um clone:
A transformacé&o pode ser por eletroporacao - Choque térmico - Calcio
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6- Transformacao de células:
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Insercao de vetores recombinantes em uma
células hospedeiras

1 Transformagao - a célula hospedeira € tornada
competente para o vetor de clonagem ser introduzido

1 Transfeccao - quando o vetor de clonagem tem
caracteristicas de virus, a celula hospedeira pode ser
transfectada para inserir a molécula recombinante

1 Microprojeteis - particulas cobertas com DNA sao
projetadas contra uma célula e penetram em sua
membrana



Transformacao

O passo final requerido na clonagem de um
gene € introduzir o novo plasmideo
recombinante em células de E.coli.

Este processo é chamado transformacao e
envolve dois processos:

1- Colocar o DNA na célula bacteriana

2- A celula que vai receber o DNA
recombinante precisar ser competente



Transformacao

As células de E.coli precisam se tornar
competentes. Isto €, precisam ser tratadas para

se tornar aptas a receber o DNA. Ha dois tipos
de tratamento:

1- Tratamento quimico

2- Eletroporacao



Transformacao por choque térmico
utilizando células calcio competentes

1- Tratamento quimico da celula para torna-la competente:

A cultura deve crescer até a fase log, as células séo
centrifugadas e lavadas com tampao contendo cations
divalentes (CaCl,) e suspendidas em pequeno volume
de tampéao

Para introduzir o DNA nestas celulas, uma pequena
amostra da suspensao bacteriana € misturada em um
tubo com a reacao de ligacao e a mistura é submetida a
choque térmico de 42 °C por 1 minuto.



Transformacao por choque térmico
utilizando celulas calcio competentes

[a) (b)
Add plasmid X Y id)
4(: 33 min .

Spread onto
selective ogar

Figure 3.5 Bacteria can be made competent to take up DNA by washing in ice
cold CaCl,. a) A very dense suspension of competent bacteria is then mixed with
plasmid DNA, during this stage the plasmids become attached to the outer
surface of the bacteria. b) After heat shock the plasmids are taken up by some
of the bacteria. c) Broth is added to the suspension and the bacteria are allowed
to recover before d) being plated onto selective agar to detect those which have
taken up the plasmid.




Transformacao por eletroporacao
utilizando celulas competentes

Uma alternativa ao tratamento quimico de E.coli e
preparar células competentes por eletroporacéo.

Neste processo a bactéria cresce em meio de cultura
até a fase log e é centrifugada e lavada com agua
gelada. Uma pequena suspensao bacteriana €
misturada com a reacao de ligacao em uma cubeta de
eletroporacdo e um curto pulso elétrico sob uma
corrente de alta voltagem faz a membrana bacteriana
se tornar permeavel e mover o DNA para dentro da
célula.
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Transformacao

Figure 3.6 Each colony growing on an agar plate is derived from a single
bacterium that has grown and divided many times. Each bacterium within a single
colony is a clone because, barring mutation, it has exactly the same genetic
makeup as the other members of the colony. If 2 mixed population of plasmids
are introduced into bacteria, and the resulting transformants are plated onto
agar, all of the cells in a single colony will contain the same plasmid, but this may
be different from the plasmids contained in the cells in another colony.




/- Selecao de clones transformantes

Usa-se meio seletivo no qual somente as
células que contém os plasmidios com a marca
de selecao sobreviverao

Ex: Antibidtico
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/- Selecao de clones transformantes




8. Verificar presenca de recombinantes

1 1- PCR das colonias recombinantes
1 2- Mini-Preps: retirar plasmidios das bactérias

1 3-Clivagem da ligacao inserto-plasmidio com
enzimas de restricao especificas

1 4- Sequenciamento do clone



Verificar presenca de recombinantes

1- PCR das colonias recombinantes
Utilizar primers especificos para o gene inserido no plasmidio.

Objetivo: amplificacéo do fragmento correspondente ao gene




Verificar presenca de recombinantes

2- Mini-Preps: retirar plasmidios das bacterias

Extracdo de DNA plasmidial.

E necessario checar se o plasmideo contém o fragmento
de interesse

O procedimento é baseado no cultivo de uma col6nia da
placa de E.coli transformada com a molecula
recombinante e remoc&o do DNA destas células.



2- Mini-Preps: retirar plasmidios das
bactérias

Osem ht culture of
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Verificar presenca de recombinantes:

3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restricao
especificas:

Apos extracao do DNA plasmidial: o possivel clone
recombinante sera submetido a uma reacao de clivagem
com as mesmas enzimas de restricao que foram utilizadas
na clonagem:

Resultado esperado: uma banda correspondente ao
tamanho do fragmento clonado.



Verificar presenca de recombinantes:

3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restricao
especificas:

Exemplo: Se vocé colocar um fragmento de DNA de 1 Kb
no sitio de multipla clonagem do vetor PUC 18 no sitio
para Eco RI vocé espera clones gue sejam resistentes
a ampicilina e lac negativos

Se voceé clivar o plasmideo recombinante com Eco RI:

Verificar a presenca de 2 fragmentos de 2.7 Kb
representando o vetor e outra banda de 1 kb
representando o inserto.

Se clivar com a enzima Hind lll, verificar a presenca da
banda de 3,7 Kb



3- Clivagem do clone obtido com enzimas de restricao
especificas:

3.7 kb

| 2.7 kb




4- Sequenciamento dos clones

|]| Il||| ‘|||1||I| !

nllll

ggcacgagagttctcccggagacgctccgtgecgaagattatggagg tggtcg C
ccg ca gtgg aagtcataccgttaagtat
ttttgttgtcgttgttg tagagg ttttgtcaagagaaaggggoaoggg
cgtac gctttatcgaggtiogtattatticitata aa gaa a

ag ga dd



