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Conjunto de técnicas que permitem a manipulacao de moléculas de DNA
especificas, considerando as propriedades do DNA.

= Tecnologia desenvolvida a partir da década de 1970 com o
acuimulo do conhecimento sobre DNA, RNA e virus.

Baseia-se nas propriedades do DNA
- Repositorio da informacao genética
> Formada por duas cadeias de Acido Deoxiribonucleotidico;

- As duas cadeias sao complementares;

- Orientam-se em direcoes opostas;
> E “estavel” em meio alcalino;
- Pode ser desnaturado e renaturado;
—~>Pode ser sintetizado quimicamente com marcacoes;

—>As propriedades do DNA sao universais.
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DNA = Fita dupla complementar Strand 1—£ =»
- Permite auto-replicacao 3

- Baseia-se no uso de uma maquinaria enzimatica
celular especifica e comum de diferentes organismos.

Alta multidisciplinaridade

- Genética

- Genomica e afins

-> Biologia Molecular
- Bioquimica

- Quimica Biologica

-> Biologia de Sistemas
- Biologia Celular

- Microbiologia

- Medicina

- Agronomia

- Engenharia Quimica

- Bioinformatica

- Robotica

- Nanotecnologia

- Materiais N2 A

- Etc. Te < .gy’ K 4"

old New New old
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- Clonagem: producao de organismos idénticos derivados de um ancestral

comum

> Clonagem Molecular: Perpetuacido de uma MOLECULA DE DNA de sequéncia

especifica

Organismo Geneticamente Modificado: OGM = Transgénico
Organismo portador de material genético — um gene, parte de um gene, ou um

conjunto de genes — oriundo de um ou mais organismos diferentes.

Transgene
Gene ou fragmento de DNA que foi transportado artificialmente de um

organismo Doador para um organismo Receptor criando o OGM.
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Tecnologia do DNA Recombinante: Aplicacoes e

e Estudo dos genes de um organismo = Estudos genomicos;
e Estudo da regulacao de um gene ou conjunto de genes;
e Desenvolvimento de Vacinas e de Vacinas de DNA;
e Desenvolvimento de Terapias génicas;
e Obtencao de transgénicos;
— Vegetais ou animais resistentes a pragas;
— Vegetais ou animais mais produtivos;
— Vegetais ou animais que produzem medicamentos ou vacinas;
e Producao de produtos biotecnoloégicos/medicamentos/enzimas;
« Diagnostico médico;
e Tecnologia forense (crimes, paternidade, controle se qualidade);

e Estudo do produto final do gene: RNA/Proteina.



LIST

ynliversidade de S3o Paulo

o]
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Depende da obtencao da proteina-alvo pura, estavel e em larga escala
para estudos da relacao estrutura-funcao da proteina-alvo e sua

interacao com ligantes - Inibidores > Farmacos
Se torna o fator limitante do processo!!!
Solucao: Producao heterologa de proteinas

Producao de uma Proteina do Organismo X em microorganismos

(Escherichia coli - principal), leveduras, vegetais ou animais.
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= Para aplicacao farmacologica:
- Insulina, anticorpos, imunotoxinas (quimeras proteicas entre a cadeia

leve de anticorpo monoclonal e alguma toxina), vacinas, etc.;

= Para aplicacao biotecnologica:
- Uso comercial de enzimas especificas;
- Catalise de reacoes organicas especificas;

- Producao de enzimas para degradar celulose do bagaco de cana;

= Para estudos cientificos:
- Estrutura/funcao/regulacao de proteinas/enzimas.

- Delecoes, mutagénese sitio dirigida, proteinas quimeéricas, etc
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Uso de diversas enzimas para executar passos especificos de manipulacao do
segmento de DNA alvo

1 — Moléculas especificas de DNA podem ser amplificadas
- Reacao em cadeia da polimerase - PCR

2 — O DNA pode ser cortado em posicoes especificas
- Endonucleases de restricao

3 - Selecao de pequenas moléculas de DNA capazes de auto-replicacao
- Vetores contendo marcas de selecao

4 - Diferentes moléculas de DNA podem ser ligadas covalentemente
- DNA-Ligase = DNA recombinante

5 - Moléculas de DNA sintéticas podem ser inseridas em células vivas
- Transformacao de células = Geracao de OGMs

6 — Células contendo o DNA recombinante pode ser selecionada
- Selecao do clone de interesse
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Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR S S i

Ciclo térmico de sintese in vitro de DNA pela DNA pol

Permite a amplificacao de um fragmento de DNA especifico > 1e6

Necessita de Primer = iniciador = oligonucleotidio sintético especifico

Reaction buffer (@)
DNA template =
PCH primers l |

M‘Iﬂ‘ .

.
Denature Template Anneal Primers
-
+ +

-
After 3 cycles

Linear | - -

increase - - -

Exponential - - i — i
increase — — — —

After 25 cycles

( V )::1&!)‘.)000

Kary Mullis
Nobel Prize winner Chemistry (1993)

DANCIND NAKED
v e MillD FIB|.||

WIKNERDF TRE HOREL FELIE IN.CHEMISIRY

KaRy mUuLLiS

“Fary Mk, perhags the welniest DEman e 8o win Ut Bobel Prize m Chembsiry,

[has written] 2 charttyy mmhl'ﬂs, funny, ieomodasie e rough e wonderieed
tak i (K] mindd? —THE WASHINGTON FOST
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- Desenho do Primer

- Usa o fato da DNApol necessitar de um iniciador para a polimerizacao
- Deve Flanquear a sequéncia de DNA de interesse

- Pode carregar modificacoes na sequéncia para introduzir sitios de restricao para

®) endonucleases

dATP

iy dGTP
(P)|(P)|(P)|(P)| OH| OH

OH

Primer
strand

Sao oligonucleotideos de DNA
complementares ao DNA de interesse

> -
N o

QN
QN
(s MI[A]

Template
strand

P E@® PP PP PP

Known amino acid sequence H3ltl ——=Gly — Lea — Pro— Trp — Glu — Asp— Met — Trp—Fhe — Val — Arg———CO0O™

Possible codons (5)GGA UUA CCAIUGG GAA GAC AUG UGG UUC GUA AGA(G3)
GGEl Hul@ cc@! GAG GAU UUU GUIC AGG
GGU CUA CCU, GUU CGA
GG @Eul@ cc@! G U@ EGE
cCUU . _ . i CGU
Podem ser desenhados a partir da CUG F————Region of jninimal degeneracy———— CGG
sequéncia de uma proteina .
1 ) P SV“,;:‘*“" UGG GAé GAS AUG UGG UUS GU
- Primer degenerados probes

20 nucleotides long, 8 possible sequences
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OCHy

- Sintese quimica do Primer
Dimethoxytrityl

(DMT) group

- Sintese em fase solida

}hm {protected)|

1- Acoplamento €

% 2- Oxidacao n vezes

P
I ::?-?"ne:h',.- 01'"' /T ey

(FCE) group

3- Desprotecao

MNC

A deoxyribonucleoside 3'-phosphoramidite
with DMT and PCE attached

Ibaﬁen—ll Ehuen| Ibaﬁen—1| Ebﬂeni
ICE. {MCE.
i 1
|

P ° ° -
oMT—o  3—0"" SNR; + HO_  5—0— | I S S S - Finalizacio da

T \ \ sintese:
5 5 5 NH, desprotege
Activated monomer Growing chain Phosphite triester intermediate todos os grupos e

Chackanon °
iﬂaﬁeal by Iy [@ retlra o
=] T 7] oligonucleotidio da
CE.. CE. fase solida
1 il
A @ P~ . ~
Ho 307l o 31— —=—— omr—o_ 07/ o ¥ - Purificacao por
protection
\ \ e e \ HPLC
dichlorostets acid
5 =1y = X

Elongated chain Phosphotriester intermediate
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- Reacao em Cadeia da Polimerase

Polimerase Chain Reaction - PCR

Reacao ciclica que se baseia em 3
etapas:

1° - Desnaturacao do DNA

Regiao do DNA-alvo
que serd amplificada 1° Ciclo

- ~95 °C g:
2° - Anelamento do Primer
- ~45-65 °C
3° - Polimerizacao
-72 °C

€ Aquecimento para separar as fitas.

@ Adicao de oligonuclectideos
iniciadores sintéticos;
¥ resfriamento.

- Depende de DNA pol termoestavel:®*'

5r

v

4m] 5

-Themus aquaticus polimerase: Taq5'!

polimerase
Requer:
- DNA molde

termoestavel para catalisar a

© Adicido de Tag DNA-polimerase
sintese do DNA 5'—3',

-Par de primers flanqueando o DNA \

molde
- Os 4 ANTPs

- Mg2+
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N : | : Hepetigﬁo das
I 0 |
etapas de @ até @,
. — . 3° Ciclo
L I 1
: [
Repeticdo das etapas @ e ©. !
° 0 |
2° ClClO (R —— ]
e |
[
ER | ] ) |
- i [ — 1
I | |
| s |
I |
[ 0 |
i i |
| I 5|
e | 1 [ |
m
A sintese do DNA (etapa @) o I — .
é catalisada pela DNA-poli-
merase termoestavel
(ainda presente).
¥
o e — ™ Apobs 20 ciclos, a sequéncia-alvo foi amplificada em cerca de 10° vezes.
I | ] P [ = = I
I ——— ——— {——§
I | ] e E—— T S—
—— R e . o — — ———
I 0 | e L e e
| s | _—"—
& | ] T T e, T
— E e e R il B
] I s R s e I )
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- PCR quantitativa
- Permite quantificar analiticamente a quantidade de DNA/cDNA numa amostra

- Aplicacoes em diagnostico clinico laboratorial, forense, criminalistica, monitoramento
ambiental, controle de qualidade, avaliacao de transgénicos, etc.

- Usa sonda fluorescente suprimida num oligonucleotideo especifico

(a)

Sonda 2
O sinal do fluordforo . Platd |

é suprimido quando

a sonda forma um W Amostra 1~
grampo semiastavel, @
= Amostra 2—____
£ Amostra 3
g 4
"
Fluoréforo Molécula = Fase
sUpressora ,.5. exponencial
A sonda se liga preferencialmente § Limi
= imite CcT
ao DNA-alvo; o fluordforo é [r | | -
separado da molécula supressorae | & | _ A _____]
o sinal fluorescente aumenta.
] ™~
Linha de base I Nﬂul molde
A
0 20 40

DNA-alve et el bty o b et el b e b el Numero de ciclos de PCR
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Caracteristicas e vantagens
1) Sequéncia alvo nao precisa ser conhecida
- apenas os flancos para o desenho dos primers de DNA
2) A sequéncia alvo pode ser muito maior do que os primers
3) Os primers nao precisam anelar perfeitamente com a sequéncia alvo
- Permite amplificar conjunto de sequéncias similares
- Permite introduzir mudancas/mutacoes na sequéncia alvo
4) A PCR é altamente especifica
- Pode ser modulado pela temperatura de anelamento
5) Altamente sensivel
- Uma unica molécula de DNA pode ser amplificada e detectada
- Amplifica 1 bilhao de vezes apos 30 ciclos (27, sendo n o numero de ciclos)
6) Inumeras aplicacoes tecnologicas, em diagnostico, forence e até

paleontologicas
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Enzimas de Restricao
- Enzimas Especializadas em degradar DNA exogeno em bactérias
- Mecanismo de defesa contra infeccao viral

Altissima especificidade
- Reconhecem sequéncias especificas — Sitios de restricao

Metilacao no DNA endogeno

- Reconhecem apenas o DNA Exogeno oy i
[ Meti
. . CH. adicionada
- Metilases marcam o DNA Endégeno Hon
Clivada Néo clivada NZ N
A = J\ l \>—H
5 v GATATC avmsawsn 3! 5° sssnivn GATATC saminn 37 H \\N N
desoxirribose & Timi Adenina
DNA metilado

Impedimento estérico

Palindrome

- Reconhecem Sequéncias palindromicas de DNA »g\'r TTAGCACGTGCTAA
1 17 ° 1T 11

- Sequéncias lidas da mesma forma em ambos os

[ T A A A
. . AATCGTGCACGATT
sentidos, ou seja, em ambas as fitas de DNA



gagliversidade de S3o Paulo Q

EndonuCIQaseS de Re Stri?ao Instituto de Quimica de S&o Carlos

Enzimas de Restricao

®
- Enzima dimérica age nas duas

—
fitas do DNA

5w GATATC s 3!
3w CTATAG w5

g

Eixo de simetria
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- Tipo I - Clivagem em sitios aleatorios em até 1000 pb do sitio de reconhecimento

| - Tipo IT > Clivagem dentro do sitio de reconhecimento |

- Tipo III - Clivagem em sitios aleatorios em ~25 pb do sitio de reconhecimento

- Clivagem em extremidades coesivas/adesivas ou cegas

TABLE 9-2 Recognition Sequences for Some Type Il Restriction Endonucleases

*
BamHI (5" GIGAT C C (3") Hindlll (5") AlA TT(3")
CCTAQGG TTCGAA
*

s
Clal (5")AT[C GAT (3) Notl (5*) G Cl€ GCCGC(3)
TAGJTA CGCCGGICE
Sk
e E
EcoRlI (5") GIAAT T C (3") Pstl (5") c. TG cAle (3)
CTTAAG dacacTC
>k L
EcoRV (5") G ATTAT C (3") Pvull 5y cAGlcTG 3
cTAlTAG GTcleac
i) T
sk
Haelll 5" & 6le ¢ 39 Tth111l (5) GAC N[N N GTC (3)
ccle 6 CTGNN|NCAG
*T

Arrows indicate the phosphodiester bonds cleaved by each restriction endonuclease. Asterisks indicate bases that are methylated by the corresponding methylase
(where known). N denotes any base. Note that the name of each enzyme consists of a three-letter abbreviation (in italics) of the bacterial species from which it is de-
rived, sometimes followed by a strain designation and Roman numerals to distinguish different restriction endonucleases isolated from the same bacterial species. Thus
BamHI is the first (I) restriction endonuclease characterized from Bacillus amyloliquefaciens, strain H.
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Plasmidios e bacteriofagos
- Moléculas de DNA capazes de auto-replicacao -
- Diferentes de cromossomas bacterianos
- Tamanho: 1 a 200 kbp
- Diferentes vetores para diferentes objetivos

- Carregam vantagens para o hospedeiro - marcas de selecao

EcoRl

- Contém sistemas de Origem de auto-

replicacao — sequéncia Ori

Pstl sall

Resisténcia a Resisténcia 3\
ampicilina tetraciclina \
(Ampf) Tet®)

- Codificam Proteinas

- Resisténcia a antibioticos

pBR322
(4,361 pb)

Plasmideos
- 1 a 100-1000 copias por bactéria

- Parasitas moleculares _ &
Origem de

replicacao

(ori) pvull
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Vetores de clo nagem Instituto de Quimica de Sao Carlos
- Permite a propagacao de moléculas de DNA de interesse
- Possuem sitios miultiplos de clonagem

- Permitem a insercao de sequéncias de DNA

Pst| HindIll BamHI __Smal |
GCAGAAGCTTCCGGATCCCCGGG
CGTCTTCGAAGGCCTAGGGGCCC TTAA

Synthetic polylinker
(Sitio Multiplo de Clonagem)

- O Sitio Multiplo de Clonagem pode ser

aberto por Endonucleases de restricao.

- Uma sequéncia de DNA pode ser inserida — As
sequéncias de DNA podem ser seladas nas

extremidades por uma DNA ligase.
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Vetores de Expressao
- Permite expressar uma proteina
- Fragmento de DNA deve ser inserido em fase de leitura
- Permite a expressao controlada da proteina
- Inducao da expressao

- Proteina pode ser purificada

Dra 5127

Sitio Multiplo

Sequéncias do de Clonagem
promotor (P) e
operador (O)
bacteriano .
N Polilinker e
Gene codificando o &
repressor que se u sma lisse) i/ ,5-?
Iiga ale 3/ Cla {4117} 'II II I'II -‘afflg
. SN
\ . =L Od
do ribossomo transcricao '. P (5369bp)

EcoST 13772 4

Alwh I{3840)

Bss5 113347) &y
BspLU11 I(3223)
Sap {3108} B
Bst1107 {2995) —

Tth111 lj2069)

Marcador genético
selecionavel (p. ex,,
resisté&ncia a antibidtic

|Elpu1 102 ljzo)
II-___\_(
~Xba l{335)

o

Instituto de Quimica de Sao Carlos

¥ho 1[158)
Mot 1{166)
Eag li168)
Himd {1731
Sal l{179)
Sac lf120)
EcoR 1{192)
BamH lj198)
Mhe I{231)
Mde l{238)
Moo 1[(295)

Sph 1{588)

Wi MIu 11123
ﬁg_&, HI.II%Ecll.;nz.?*.
i
"ﬂ | || BstE 111204
il
I Apa 1[1334)

| (|

,f F/BssH 11534}
AEcoR vi1573)
Hpa I{1828)

(Zgg)

Fsha li1o6a)

Bg | 12187}
Fsp {2205
P=pS 2230



Universidade de Sao Paulo o’

Brasil Vetores de Exp resséo Instituto de Quimica de Sao Carlos

Sitio Multiplo de Clonagem pET28a

T7 promoter primer #69348-3
ET upstream primer #69214-3 =
p_ﬂs Bgl ||p T7 promoter > lac operator Xba rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA
Nco | His*Tag _Ndel Nhel T7+Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGEGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlylLeuVal ProAr?G lySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
| Eagl throml?in
BamH | EcoR | Sac| Sall Hindlll __ Notl Xho | His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28a(+)
MetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerGlyCysEnd
. .GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC  pET-28b(+)
.GlyArgAspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAlaAlaAlaLeuGluHisHisHisHisHisHIsEnd
. .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC PET-28c(+)
.GlyArgl leArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgLeuLeuThrLysPro. ..
Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region
Marcadores proteicos/ Massa
peptidicos molecular (kDa) Ligante imobilizado
Marcadores de fusao Proteina A 59 Porcao Fe da IgG
L] -
. 2+
usados para a purificacao (His), 0,8 Ni
' d
da proteinas por : :
P P Glutationa-S-transfera- 26 (zlutationa

cromatografia de afinidade . (GsT)

Proteina ligante de 41 Maltose
maltose
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Inducao de proteinas pelos Vetores pET

CHs

HO
)\ FIGURA9-8 Expressdoregulada da proteina RecA em uma célula bac-
HO 0O S GH:3 teriana. O gene que codifica a proteina RecA, fusionado com o promator T7
IPTG = indutor OH do bacteriofago, € clonado em urn vetor de expressao. Em condigoes normais
OH

de crescimento (ndo Induzido), nenhuma protelna RecA aparece. Quando a
RNA-polimerase de T7 € induzida na célula, o gene recA € expresso e grandes
quantidades da protelina RecA sao produzidas. As posices dos marcadaores
de peso molecular padrao gue correm no mesmo gel sao Indicadas.
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DNA-ligase

DNA-Ligases

0
|
R—D—F—{}— Ribose H Adenina
@ Adenililacao da O
DNA-ligase AMP do ATP (R = PP,)
ou NAD™ (R = NMN)
\ PP; (do ATP)
ou
NMN (do NAD™)
1
f:ng—]?—{}— Ribose — Adenina
o
Enzima-AMP

® Ativacaodo
5'-fosfato no corte

@

3 OH O 3
\\P/
PN
— O—
Corte no DNA

o

Instituto de Quimica de Sao Carlos

DNA ligase: fechar os ‘buracos’ (nicks)
oriundos de fragmentos de Okasaki e
reparo

Energia: NAD+ a NMN+ procariotos;

ATP em eucariotos
- T4 DNA ligase - virus

® Deslocamento do AMP sela o corte

O
|
_D—Pl’—{:}— Ribose (| Adenina
0"
AMP
) DNA-ligase |
D—Pl’—{}
O-

DNA selado

Ribose

Adenina
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DNA cromossémico
Sitio de Sequéncias de Sitio de
clivagem reconhecimento  clivagem

---GGT|GAATTCAGC...TAGCAG TAGC---
---CCAICTTAARG[TCG...ATC|GTC ATCG---

Endonuclease Endonuclease
de restricio de restricio
EcoRl Pvull
—--GET|G [AATTCIAGC...TAG[CAG TAGC---
—--EEAETT#M |G ATCG---

Extremidades adesivas Extremidades cegas

Vetor de
clonagem

plasmidial clivado
com EcoRl e Pvull

DNA-ligase

- Permitem a ligacao de diferentes

moléculas de DNA

Ligam fragmentos de DNA clivados
com pares de Endonucleases de

restricao

- Ligacao de extremidades
produzidas por pelo 1 Endonuclease
de restricao que produza pelo
menos 1 extremidade ocasiona

ligacao na orientacao adequada
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-> Bibliotecas de DNA - a partir de DNA genémico
- DNA genomico pode ser fragmentado mecanicamente ou enzimaticamente em pedacos
menores

- Clonados em fagos e plasmidios

Vetor de fe Cromossomo
clonagem sucariético
(plasmideo) DNA hospedeiro —
O fragmento de DNA de o (| )
©® COvetorde (2] interesse é obtido pela
clonagem & clivagem do cromossomo
clivado pela com uma endonuclease
d I de restricao.
32 rz;‘t:ic :a > restrigao ® A propagacao (clonagem)
cao.
N Y bo o8 da célula transformada
ﬂ v D <> [IAQNENRCS 540 produz vdrias copias do
ligados ao vetor de DMNA recombinante.
clonagem preparado.

l DMA-ligase

Vetor i’- _ J
recombinante - _

©  ODNA ¢introduzido Y -;J |,
na célula hospedeira. e ;
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-> Bibliotecas de DNA - a partir de DNA genomico

- Permite o sequenciamento genomico

Genomic DMNA

l DMNA is digested into fragments;

fragments inserted into BACs.

N;>

Contigs are identified
!ancl mapped.

—
l BAC to be sequenced

is fragmented; fragments
sequenced at random.

_—
L~
—

Sequence overlaps

reveal final sequence.

GGGCTACATGAT
CATGATGGTC

|

GGGUCTACATGATGGTC

Permite o estudo do potencial génico do
organismo e sua regulacao
- Funcao predita por comparacao

Genomico comparativa
Identificacao de genes:

Homologos: ancestral comum na espécie
Ortologos: ancestral comum em #s espécies
Paralogos: genes semelhantes na espécie
Peseudogenes: genes nao funcionais no genoma
Sintenia: conservacao da organizacao génica
em #s espécies
Cromossomo  Cromossomo

9 2
humano de camundongo

EPE72 Epb7.2
PSMB7 Psmb7
DNM1 Dnm
LMX1B Lmxib
CDK9 Cdka
STXBP1 Stxbp1
AK1 Ak1
LCN2 Len2
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mRMNA

5

AAAAAAAA]

1)

O molde de mRMA & anelado
ao oligonucleotideo iniciador
sintético (oligo dT).

AAAAAAAA|

2)

Hibrido de mRMNA-DNA

3 [ TTTTTTTT]

A transcriptase reversa e o
dNTP produzem uma fita de
DA complementar.

5

AAAAAAAA]

37

TTTTTTTT]

3)

O mRMNA & degradado
com alcalis.

TTTTTTTT]

4)
- !

Para iniciar a sintese de uma
segunda fita, um oligonuclectideo
de sequéncia conhecida frequen-
temente se liga a extremidade 3°
de cDMA

5
3 [ ]

TTTTTTTT]

S)

DNA duplo

A DMA-polimerase | e o dNTP
estendem o oligonucleotideo
iniciador para produzir o DMNA
de fita dupla.

s ]

AAAAAAAA]

3 [ ]

TTTTTTTT]

Bibliotecas de cDNA S o e

- Bibliotecas de cDNA - a partir de moléculas
de mRNA

1) mRNA podem ser purificados usando resina
contendo Oligo-dT fixado
2) Necessita da Transcriptase Reversa -
converte mRNA em cDNA
3) mRNA pode ser degradado quimicamente ou
enzimaticamente (RNAse H)
4) DNApol I duplica fita simples usando oligo-dA
como primer (pode conter sitios de restricao)

5) Clonagem num vetor adequado

- cDNA = DNA complementar a um mRNA
- Representa o conteuido de mRNA de uma

célula/tecido = Transcriptoma
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Bibliotecas especializadas de cDNA Instituo de Quimica de 540 Carlo
Permitem estudar localizacao e funcao por interacao do produto génico
- Requer: 1) gene reporter; 2) selecao; 3) identificacao

- Ex: B-galactosidade

- Green Fluorescent protein: GFP

apoGFP GFP

3 Bages .
O = X LALALARD

- Estudo de promotores - Estudo da localizacao

celular/tecidual

: _Cabeca Caud:-’
Transcricao

=
-

Promotor | cDNA | GFP
|

Dorsal

Construto
repérter
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Bibliotecas especializadas de cDNA Instituto do Quimica de 830 Carlos
Permitem estudar localizacao e funcao por interacao do produto génico

Experimento de duplo hibrido
- Analise em larga escala de interacao proteina-proteina ou proteina-RNA in vivo
“A culpa por associacao”
Usa proteina modular ou multi-dominio

Cada dominio é clonado em fusao com o DNA da proteina alvo (isca) e uma biblioteca de cDNA (presa)

(a) (b)

Dominio Linhagem 1 de levedura Linhagem 2 de levedura

de com f'-'_5595 s com fusbes com o
__Proteina X dominio de ligagao dominio de ativacio

ligacao de DNA-Gal4P de Gal4P
DNA-Gal4P
"-._‘“‘
= Acasalamento para produzir
ey | | Gene reporter células diploides,

Sitio de ligacao
de Gal4P ) Semeaf:lura em meio que
Proteina Y necessita de interagao entre os
dominios de ligacao e ativacao
para sobrevivéncia da célula.

. Dominio de TS
ativacao 4P P o= "““\
| Colénias
7 Transcricao I\ // sobreviventes.

aumentada N 7

RNA-polimerase

Gene reporter N—

Sequenciamento das proteinas de fusao
para identificar as proteinas que estao
interagindo,
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Construcao de uma molécula de DNA de interesse = Engenharia Genética

Protocolo basico para a clonagem envolve:

1. Escolher um gene de interesse > Desenhar Primer - Bioinformatica

2. Amplificar o fragmento de DNA - PCR

3. Isolar o fragmento de interesse no gel de agarose - Eletroforese

4. “Cortar” DNA em posicao definida > Enzima de restricao

S. Ligar com vetor de clonagem -> DNA ligase

6. Inserir o DNA-recombinante numa célula competente - Transformacao

7. Selecionar as células com DNA modificado > Selecao dos clones de interesse

8. Sequenciamento do DNA - Confirmacao
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- PCR - Tolera modificacoes pontuais nos primers

@

Aguecimento para separar as fitas.

Anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores contendo regites nao
complementares com sitio de
clivagem para endonuclease de

restricao.

®

3'-CTTAAG D CTTAAG-5'
5 GAATTC Co—— AL T TC -3

l Endonuclease EcoRl

G e CTTAA
AATTC e (5

i

Clonagem por inser¢ao em um sitio de EcoRl em um vetor de clonagem.

Mismatched primer

A

r A\

3' cC GT 5’
AN L N
TCG AGTC CATGT

AGCTTCAGAGGTACA

5' 3’

DNA dATP + dCTP +
polymerase dGTP + dTTP
3’ (4 GT 5’

7 & %

TCG AGTC CATGT

AGCTTCAGAGGTACA

5' 3’

Altered gene

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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Fase estacionaria - Agarose
Grande aplicacao em técnicas de Biologia Molecular

- Permite purificar fragmento de DNA de interesse para clonagem

ageing
e
——
— 100°C
initial gel final gel structure
Mixture
of DMNA
molecules
ol differ-
ent sizes
- E = N moleculos
T e
| — —
[ Gel - = s —
f — _— —
Glass |= = — N Shorter
plates ﬂ' | malecules

Anode
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Montagem do gel na cuba horizontal

%,
[ st e o : 5
3 Lafpe ﬂ%\
3 \ oy e cAETiMG iy L o e 1@
x\\ il N T @garnse solution
- e glazs slide e ] ey e o

. Comb that lanms
wtllis for samplas

micrepipetia

™ Butlier

d. Wells 1hat can ba alactrophorasis chambar
loaded with samgdos
2. Electropharesis chamiar and power susely
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Fase estacionaria - Agarose
Eletroforese horizontal

Permite quantificar a concentracao de DNA numa amostra

Exposicao a luz UV

<

l sample

Incubacao co
T ] buffer brometo den}
@) Etidio

/’

Excisao da banda de interesse do
gel para posterior purificacao
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Estratégia geral

-> Clivar DNA e Vetor com as - Ligar DNA e Vetor, digeridos
Endonucleases de Restricao adequadas com as Endonucleases de
Restricao, com a DNA ligase
CTTAAG I o CTTAAG @
(5)GAATTC 1 GAATTC(3) O C Y- j-f;

l EcoRl endonuclease Qo @ Forelgn —

GI O CTTAA
AATTC O 1 G

! DNA
ligase

Clone by insertion
at an EcoRl site @ .
in a cloning vector. @ ."'\ ©@
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Transformacao de células
- Permite a introducao de DNA exogeno em células adequadas
- etapa crucial para a criacao de um clone

- Eletroporacao - Choque térmico - Calcio
@ Selecao de clones transformantes

=
/3 v* @
@) @ Usa-se meio seletivo no qual somente as

células que contém os plasmidios com a
transformation marca de selecao sobreviverao
of E. coli cells Ex: Antibiotico

s
7S

v
oS &2

oP

A

Plaqueamento

S

#o 8
TS 2
O A

em meio seletivo Agar ;:ntaining
ampicillin +

tetracycline
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Algumas estratégias de selecao

- Uso conjunto de diferentes estratégias

- Marcador de selecao
- O vetor oferece a célula transformante alguma vantagem seletiva
- Selecao positiva - permite crescimento da célula transformada no meio

- Selecao negativa - mata a célula crescimento da transformada no meio

- Marcador de triagem

- Célula transformada positivamente muda de cor ou fluoresce

- PCR de colonia

- Averiguacao se a colonia transformante que cresceu no meio contendo o marcador de
selecao apresenta o DNA alvo

- Analise com Enzimas de restricao

- O vetor selecionado deve liberar o inserto do tamanho esperado

- Confirmacao por sequenciamento do inserto de DNA
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Sequenciamento de DNA

o
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- Derivacao indireta da funcao de proteinas - rapido e confiavel

- Meétodo de Dideoxi-Ribonucleotideos

- “Envenenamento” da reacao de PCR

Cadeia do
iniciador

I
A

(B[ ()| (P (P} ()| (P)|(P)

(e IR
(AR ]
(AR
(m R

Cadeia-
-molde

- usa-se 1 unico primer

_D_

O

—{:r—1||-|'—{:n—lll-lv—D—GHE

|
0 0

H H
H

H H

Analogo ddMNTP

Iniciador

o [ —craaccTcGacT

Maolde

4

dCTP, dGTP, dATP, dTTP

L

+ddATP +ddCTP
EE—-GATTCGAGCTGAA - GATTCGAGAAC
EE—-CATTCGddA B CATTddC
EE—GddA
A C G T
pra—— A
' e
mE——
——
mpp——
R
g
——
D e
A —— -4

Sy

Autorradiograma da
eletroforese em gel

Courtesy of Dr. F. Sanger, MRC, Cambridge.
Moncommercial, educational use only.

+ddGTP +ddTTP derick
-_-—GATTCGAG::rdﬂG -_-—GATT[GAGCH::T Frederic
GATTCGAAAG GATddT
EE—GATTCAdG E—GAddT Sanger
B ddG .
Nobel Prize
winner
Chemistry
£} (1958 e 1980)
A
G
T
C
G
A
G
C
T
T
A
G
Sequéncia
da cadeia

complementar
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- Método de dideoxi-ribonucleotideos
Envenenamento da reacao de PCR
- Fluorescéncia — Necessita de um fluoroforo ligado a molécula

- Fluoriceinas ligadas aos diferentes ddNTP

o

Instituto de Quimica de Sao Carlos

i |
R R h [ 1 ! |
r AN [ M
Rg R8 - -"II IIU llq.\-‘-"‘-\—' S — -l-—"I
R &, A, A0 0
4 1
R3 i
N S |
¢ fi = i
“ ot T
RO 5 RiO N™ "N °NH, iy :
° & e T - TTT - T-T-T :
formula I OH R» formula I1 OH Ry E: :
C I
% @
L i
= 5 T G - G i -
h ]
NH» :
X |
B L i
N/&O |
C iC C C -
|
Sequence T A T AGC  TGTTTCCTGOGTGTG AAA
formula III OH Ro formula IV OH Ro |

Oligonucleotide length
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- Meétodo de Dideoxi-ribonucleotideos

- Fluoriceinas especificas ligadas aos diferentes ddNTP que emitem luz em A diferentes

- Separacao por eletroforese capilar

Iniciador
=] 3 Sonda de sequéncia
“  desconhecida

e = B v |8 w #A
= Open Sove Export | Print | Ned Find

320 330
< € s G € T. [e3 IS T G [ € c G c G T c e IS

| [sample: 14 TR [

DMA-polimerase,
quatro dNTP, Segmentos marcados
quatro ddNTP com corante fluorescente
aplicados a um gel capilar e
submetidos a eletroforese

Migragao

-~ M\T do DNA
— c

= | /
m—— a -—-—-_'E_! I

3

—
—
— \
—
—_— | — .
Desnaturagio — = g | \
L & = | Feedelaser | \
_k — =
Detectar Laser 3 ‘ 2 Gl
— i SEng”t"sj; % ESABTENmECO Heee HARE EeN P AR ume, | M b8 G805 |
DA marcados com
- — corante fluorescente, l
o— coplados do molde com
d sequéncia desconhecida T T
- GT 9 20 . 30 4
I

1
[

|

!|||i '|| 1A . |
LU Ul A L

CCTGT TTGATGGTGGT TCCGAAATCGG

Resultado gerado por computador apés
a passagem das bandas pelo detector
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- Meétodo de Dideoxi-ribonucleotideos

- Fluoriceinas especificas ligadas aos diferentes ddNTP que emitem luz em A diferentes

- Separacao por eletroforese capilar

Laser
activatas
lyes

Cathode plate

Launng Pro<ess
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- Método de Dideoxi-ribonucleotideos - Sanger

- Sequenciamento shotgun
- Permite o sequenciamento de grandes
fragmentos de DNA

- Genomas

- Envolve ciclos de:
- Fragmentacao aleatoria;
- Clonagem dos fragmentos;

- Separacao dos clones, nova
fragmentacao e clonagem, se necessario;
- Sequenciamento dos clones gerados
99% de cobertura com 15 x de

redundancia.

Over-

lapping <
clones

DNA too large to sequence in one piece

Fragment and clone
Sequence the insert
etc.

g

Pick a clone and sequence
the insert

Subclone a small fragment and
use as a probe to identify an
overlapping clone
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- Pirosequenciamento de ultima geracao: “nextgen”

Custo do sequenciamento Pulso em dATP
genomico

A sulfurilase converte o
pirofosfato em ATP.

3
108
; Lei de Moore
= 10" —
E Nenhum flash de luz;
% 108 dATP degradado pela Na presenca de ATP, a
o apirase. luciferase reage com a
2 luciferina.
2 105 Pulso em dGTP \
o — Flash de luz
O
104 —
3
Sequéncia do nucleotideo
103 | | | | | | l | | |
2001 2003 2005 2007 2009 2011 A & | € & 1 € A G

2 -

FIGURAQ-1 Desde janeiro de 2008, o custo do sequenclamento do ge-
noma humano tem diminulde mals rapide do que o declinio projetado

A base e incorporada; o
no custo do processamento de dados pelo computador (Lel de Moore). =

pirofosfato € liberado.

- Sequenciamento shotgun
- Fragmentos acoplados a
adaptadores de DNA e beads

.

A G T C A G T C A G
Nucleotideo adicionado

Intensidade de luz relativa

- Diluicao em nanopocos (b)
- PCR com primers especificos sequénciadeDNA, dNTP adicionado
em grupos circulados A T
nos nanopoc¢os para AGGTCGTTCAG:
enriquecimento dos fragmentos = cicrica:
= PirosequenCiamento POI' PCR Resultados da incorporacao do dNTP duplicado em lampejos 2X mais brilhantes

nos nanopocos
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- Sequenciamento de terminacao reversivel da cadeia de ultima geracao: “nextgen”

|—> Ciclo de adicao, identificacao, desprotecao, lavagem —

Adicao de nucleotideos Remocao dos grupos
blogueados marcados bloqueadores e marcadores; Remocdo dos grupos
com fluorescéncia. lavagem; adicao de nucleotideos bloqueadores e marcadores;

SO
QA&

Adicaodo
nucleotideo timina;
observacao e
registro da cor
fluorescente.

Adicao do nucleotideo
adenina; observacao

e registro da cor
fluorescente.

(b) dNTPincorporado
ACGGTCTC:

CCCCCCAC

bloqueados marcados. lavagem; adicao de nucleotideos
blogueados marcados.

3 "
Adicao do nucleotideo
citosina; observacao m
e registro da cor 0

fluorescente. @
©

Remocao dos grupos
bloqueadores marcadores;

lavagem; adicao de nucleotideos
blogqueados marcados.

Adicao do nucleotideo 0

guanina; observacao

e registro da @
cor fluorescente @
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- Seja qual for a estratégia de sequenciamento - grande custo computacional
- Sequenciamento shotgun - fragmentacao aleatoria
- Genoma é remontado por sobreposicao das sequéncias obtidas 2> “contigs”

- E preciso sequenciar o mesmo genoma 10-15 vezes para ter 99% de cobertura

- Ha regioes com muitas repeticoes - requerem estratégia especial para sequenciamento

Slection: Tead -3 BE5A = 112

-] 203 S0 B500 Bobd o) Ta00 400 TELE T f= o] foec ) Den DE50E a8 Do0g a26e ety GEQY =) GO0
Taveraga Thewshsid
Tanfints
L ___M———-*—
T = . . ; . = — r—— ——— —— —= == :

GEKT FE XS SRHE( ] 2932 )
EKT F S S 1 5965 )
OEHE FEINIO0R {15048 )
CENTRGII0IT000] 12452 )
OENTRCLINR IR M 1 3T )
BEKZFE A2 BH72(1 29880
GEKZ PRI (U1 2140}

SNP Statlstics Report from Contlg 356

All Found SNPs | SNPs Summary:
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uuzmm_-anxn;; T3 w3 &P & T 12.3 |
OEHZIRUBATI 1 441 1 = %33 ap T A 12,5
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GEKZFERSIIFVEL |ms; 1 3% 7% Indel € - 8.1
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Proteinas “mutantes” podem ser construidas utilizando a clonagem molecular e PCR

(a) Mutagénese sitio-direcionada {b) Mutagénese oligonucleotideo-direcionada (c)

| . Vetor
recombinante

. Oligonucleotideos 3 5
Clivagem com . Desnaturacao e renaturacaoc
endonuclease de oligonucleotideos
de restricao. Eg iniciadores com a mutagéo.
Y, ¥ ;
“.’ 8 ) )

: Mutante recA K72R

\J Utilizacao de DNA-polimerase TCTTCCGGTCGCACCACGC
Muta-;ao

Tipo selvagem de recA
Plasmideo TCTTCCGGTARMACCACGC

para ampliar e incorporar os

Insercao de segmento oligonucleotideos iniciadores
de DNA sintético mutagénicos.
contendo a mutacao.

I

@

Digestao de DNA-molde parental

A S Sl e FIGURA 9-10 Duas abordagens para a

metilacido-especifica e mutagénese sitio-direcionada. (a) Um
renaturacgao de fitas segmento sintético de DNA substitul um frag-
recém-sintetizadas. mento removido por uma endonuclease de

restricao. (b) Um par de oligonucleotideos sin-
téticos e complementares com uma mudanga
de sequéncia especifica ern uma posicao é hibridizado a um plasmideo cir-

Plasmideo mutado— cular com uma copla clonada do gene gue sera alterado. Os oligonucleo-
com fitas cortadas tideos mutados atuam como Inicladores para a sintese de todo o compri-
mento da copla de DNA duplex do plasmideo que contém a mudanca de

l sequéncia especifica. Essas cdplas de plasmideos sdo entdo utllizadas para

transformar as células. (c) Resultados de um sequenciador automatizado

Transformacao para (ver Figura 8-34), mostrando as sequénclas de um tlpo selvagem de gene

dsDNA nas células. As recA (superior), e um gene recA alterado (Inferior) com o triplo (cddon) na

células reparam os cortes posicio 72 alterado de AAA para CGC, especificando um Arg (R) em vez de
no plasmideo mutado. um resfduo Lys (K)



LISYE

Holvarsidade:de:S8o Faulo Biologia molecular e Biotecnologia .
Soja sem herbicida Soja Transgénica + Glifosato
O O
HO "\ "OH
OH
Glifosato

Inibidor da
EPSP Sintase
- Via do acido

chiquimico

Planta Rato transgénico
transgénica superexpressando o
super- hormonio de
expressando a crescimento
luciferase humano
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Producao da Proteina de Interesse it do Quimica do 330 Gt
- A sintese da proteina de interesse é feita pelo OGMs.
= Proteina alvo pode ser extraida e purificada para uso posterior.

Proteina produzida é comumente chamada de Proteina recombinante.

A Proteina recombinante pura podera ser estudada por um conjunto de Técnicas

Bioquimicas, Biofisicas e de Biologia Molecular

- Dicroismo Circular - Estrutura secundaria
- Fluorescéncia intrinseca de triptofano - Estrutura Terciaria
- Ultracentrifugacao analitica - Determinar MM e estados associativos
- Calorimetria - estabilidade e interacao com ligantes
- Espalhamento de raios X a baixo angulo - Tamanho e forma da proteina
- Cristalografia de proteinas - Determinar a estrutura da proteina em nivel molecular

- Ressonancia Magnética Nuclear de proteinas - Estrutura Tridimensional



