ewmesmsnms CAPITULO 5

todos para Encontrar e
ressar Genes Importantes

em dois campos: bioquimica e genética molecular. A bioquimica é o estudo

da quimica de sistemas vivos, enquanto que a genética molecular é uma
area que utiliza organismos simples, tais como bactérias e bacteriéfagos, para en-
tender a genética no seu nivel mais basico, tal como visto no trabalho de Alfred
Hershey, Salvador Luria e Charles Yanofsky. Embora esses dois campos de estudo
ainda estejam atualmente muito vivos, a biologia molecular utiliza-se intensamen-
te de cada um deles e, combinada com a biotecnologia, cria uma 4rea nova.

As questoes crescentes que os bioquimicos e os geneticistas moleculares en-
frentaram no final da década de 1960 e no inicio da de 1970 tinham enfoque na re-
gulagdo de genes. A partir do trabalho de Francois Jacob e Jacques Monod, os
cientistas entenderam que havia regides de genes chamadas de promotores que
regulavam a expressdo génica. Os geneticistas moleculares sabiam que 0s genes
estdo localizados em cromossomos e deduziram que um gene diferente codifica
cada proteina. Entretanto, como o sistema inteiro funciona? Com o que um pro-
motor se parece? Qual € a organizagdo dos genes? Hd alguma surpresa na estru-
tura dos genes? A tinica maneira de responder essas questdes era isolando os ge-
nes individualmente.

No inicio da década de 1970, os bioquimicos estavam utilizando novas técni-
cas para purificar e estudar um nimero crescente de proteinas. As vias bioquimi-
cas envolvidas em cada processo celular possivel foram sendo resolvidas, in-
cluindo a sintese de aminodcidos, nucleotideos e dcidos graxos. Vias para a pro-
dugdo de moléculas de energia, tais como glicélise e ciclo de Krebs, foram sendo
determinadas. Ao mesmo tempo, a genética molecular foi fazendo progressos no
entendimento da relagao entre DNA e proteinas. No fundo de todos esses estudos
estava o gene.

A atengdo dos principais biquimicos e geneticistas moleculares estava presa pe-
la idéia de purificar os genes para estudo adicional. A estratégia inicial foi isolar
genes abundantes como aqueles que codificam para RNA ribossdémico (rDNA),
conhecidos por existirem em centenas ou milhares de cépias por célula. No entan-
to, era provével que o rDNA fosse diferente dos genes que codificam para protei-
nas. Sendo assim, qual gene deveria ser estudado primeiro?

Q ntes do advento da biotecnologia, a biologia molecular podia ser dividida

DOS BIOQUIMICOS E GENETICISTAS MOLECULARES

A magnitude de crescimento que tem ocorrido na biologia e na genética molecular
desde os primeiros experimentos de clonagem de Paul Berg, Stanley Cohen, Herbert
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Grupo heme

desenhada, com permissao,
Rawn J.D. 1989.

Boyer e Annie Chang é dificil de compreender. Para apreciar tais experimentos e en-
tender melhor a base da tecnologia de hoje, deve-se considerar como os primeiros ge-
nes especificos foram clonados e isolados. Obviamente, a clonagem inicial de genes
foi uma espécie de drea de treino em que métodos e técnicas foram testados. Sem
maiores surpresas, os primeiros genes isolados eram aqueles com produtos abun-
dantes, bem caracterizados e potencialmente féceis de isolar. Os genes em codifica-
cdo para hemoglobina estavam entre os primeiros genes de mamiferos a serem isola-
dos usando a tecnologia do DNA recombinante.

O desenho experimental usado por Philip Leder e seus colaboradores, da Univer-
sidade de Harvard, para isolar o gene da B-globina de camundongo a partir do DNA
gendmico, ilustra como a clonagem molecular resolveu de forma simples dois pro-
blemas criticos da analise bioquimica: (1) separando o gene de interesse da massa de
DNA gendmico e (2) purificando DNA suficiente para andlise. Pouco depois do tra-
balho de Leder, Tom Maniatis, em Harvard, no California Institute of Technology,
isolou genes de globina humana usando um protocolo um pouco diferente.

A hemoglobina é a molécula transportadora de oxigénio das células vermelhas
do sangue. Ela é composta de quatro proteinas, dois polipeptideos o-globina e dois
B-globina, circundando um grupo heme central. Embora os dois polipeptideos glo-
bina sejam similares em estrutura, cada um € codificado por um gene diferente. A
proteina B-globina humana tem 147 aminodcidos de comprimento. E dificil predi-
zer o tamanho do gene a partir da proteina. Além dos 441 pares de bases (pb) que
codificam aminoacidos (lembrar que hé trés nucleotideos por cddon), os genes B-
globina incluem uma regido 5’ nao-traduzida, que se estende do promotor ao cédon
de iniciacdo (51 pb), uma regiéo 3’ ndo-traduzida, estendendo-se do codon de ter-
minacio a seqiiéncia sinal poli-A (134 pb), mais dois introns (1374 pb). Assim, o ge-
ne B-globina tem na realidade 2.000 pb de comprimento. Uma vez que um par de
base tem uma massa molecular média de 635 déltons, o gene B-globina tem uma
massa total de cerca de 1,27 x 10° daltons. Apés a multiplicagdo desse algarismo pe-
lo ntimero de cépias do gene por célula (2) e pelo nimero de células no organismo
humano adulto (10 trilhdes, ou 1 x 10", calcula-se uma massa total de 0,00042 g
(0,42 mg ou 420 pg) de DNA de B-globina por individuo. Sem divida, tentar arran-
car genes humanos direto das células néo ¢ a melhor maneira. A analise bioquimi-
ca poderia necessitar em torno de 1 mg de DNA, que parece pouco, considerando-
se que uma colher de cha de agticar pesa aproximadamente 4.500 mg. No entanto,
seria necessério pegar o equivalente a massa celular de 2,5 humanos para extrair 1
mg de DNA de B-globina.

Mesmo se essa tarefa dificil e onerosa fosse completada com sucesso, 0 problema
de separar o gene B-globina do restante do DNA seria quase impossivel, pois o gene
B-globina representa 1/1.500.000 dos 3 bilhdes (3 x 10%) pares de bases do DNA que
compdem um grupo hapléide de cromossomos humanos (o genoma humano hapléi-
de). Assim, o processo de isolamento do equivalente a 2,5 humanos produziria uma
massa total de 1,5 kg de DNA gendémico, do qual apenas 1 mg seria de DNA de pB-glo-
bina. Em funcdo de o DNA ser um polimero de apenas quatro subunidades repetidas,
para todos os objetivos e propésitos, bioquimicamente, todo fragmento de 2.000 pb
parece idéntico a qualquer outro de 2.000 pb. O problema é ainda pior que a prover-
bial procura da agulha em um palheiro, no qual a0 menos a agulha parece diferente
do feno circundante.

LSOLUCAO DOS BIOLOGOS MOLECULARES:
CRIANDO E EXAMINANDO UMA BIBLIOTECA

Ao invés de tentar tirar um gene da massa de DNA genomico, bi6logos moleculares
propuseram uma estratégia original. A idéia ¢ separar fisicamente cada gene no ge-
noma e, depois, selecionar esses fragmentos para apanhar aquele desejado.
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A biblioteca de DNA

Iniciar-se-d com a criacio de uma biblioteca genémica, dando esse nome porque
mo uma biblioteca, ela contém uma grande quantidade de itens que sdo procum
com facilidade. Para criar essa biblioteca, comega-se pelo isolamento do DNAg
mico (uma vez que Leder estava interessado no isolamento dos genes de globina
mana, ele usou células humanas e montou uma biblioteca genémica humana). £
lulas séo isoladas e lisadas em uma solugdo aquosa. Proteinas, lipideos e outras
léculas sdo eliminados por extragdo organica na qual tais moléculas séo solub
das, mas o DNA esta insoltvel. Os tragos de solventes organicos sdo removidoss
fase aquosa pela precipitacio do DNA usando-se etanol ou isopropanol. O DNA
cipitado é solubilizado em uma solugdo aquosa tamponada, como TE (10 mM i
HCI, 1 mM EDTA).

Uma amostra de DNA gendmico humano é cortada (clivada) com uma endont
clease de restrigdo, que corta em média uma vez a cada 4.000 nucleotideos e pr
cerca de 750.000 fragmentos de DNA. Tais fragmentos gendmicos de restrigaos
sociados com moléculas de plasmideos que foram digeridas com a mesma enzimaf
restricdo. O vetor plasmideo e os fragmentos de DNA gen6mico sao unidos com
enzima DNA ligase (conforme descrito no Capitulo 4). A cole¢ao de 750.000 pl
deos recombinantes cria uma biblioteca genémica. Entdo, os plasmideos recon
nantes sdo transformados em células competentes de Echerichia coli. Teoricames
cada célula capta um plasmideo diferente que carrega um fragmento diferente
DNA humano. As bactérias transformadas sao diluidas e distribuidas em placas;
mo células individuais. Cada célula se reproduz até formar uma coldnia visivel.
da colénia contém milhdes de células idénticas, cada uma com muitas copias de ul
tnico plasmideo recombinante.

ra esta resolvido. Em média, uma de cada 750.000 colénias de bactérias dev
conter um gene B-globina intacto. Os métodos para fazer a triagem das coloni
identificar aquela que contém o gene B-globina sdo discutidos mais adiante dest
capitulo.

Agora, também o problema de purificar quantidade suficiente de DNA é facil
mente resolvido. Apenas em torno de 50 ug de DNA gendmico sdo necessarios
ra construir a biblioteca gendmica, quantidade que pode ser isolada de meno
1 g de tecido ou células crescendo em cultivo. Desde que a col6nia bacteriana ¢
tendo o gene B-globina tenha sido identificada, grandes quantidades de plasmice
podem ser preparadas a partir de cultivos hquldos 1 L de cultivo de E. colin
se estaciondria contém aproximadamente 5 x 10" células, cada uma com mai
500 copias de plasmideo recombinante. Multiplicando o niimero total de plasm
deo por litro, vezes a massa do gene -globina (1,27 x 10° déltons), calcula-se
mais de 527 pg de DNA de f-globina podem ser extraidos de cada litro de cultivg
bacteriano.

Vetores melhores fazem bibliotecas melhores

Na “biblioteca de plasmideo” descrita, estimou-se que o genoma humano in
poderia ser representado por aproximadamente 750.000 clones. Na verdade, u
biblioteca de 750.000 clones representaria apenas cerca de 90% do genoma, devid
a probabilidade associada com qualquer fragmento particular de DNA tornar-
ligado em um plasmideo. Por conseguinte, para aumentar a chance de que cada
gene seja representado, uma biblioteca deve conter moléculas equivalentes a Vi
rias vezes a massa do genoma. Isso significa que uma biblioteca de plasmideo qué
representa verdadeiramente o genoma inteiro deve ter na ordem de vérios mi
lhoes de colénias. Entretanto, uma biblioteca desse tamanho cria problemas. Um
problema é que o processo de triagem para encontrar um gene especifico significa



A CiEncia Do DNA m 145

Biblioteca de plasmideo

DNA gendmico

Biblioteca de fago A Biblioteca de cosmideo

Biblioteca de BAC/PAC

A restrigdo digere em
fragmentos de 4.000 ph

Liga os fragmentos em
vetor plasmideo

Transforma em
células E. coli

Triagem de colénias

A restricao digere em

A restricao digere em
fragmentos de 20.000 ph

fragmentos de 40.000 pb

-
MV e
“\=, /-, NN v

e N

Liga em vetor
cosmideo

Liga os fragmentos em
bragos de A

€os o amp

Empacota em

Empacota em
particulas virais

particulas virais A

Infecta células F. cofi Infecta células £. coli

Triagem de placas Triagem de colénias

onstruindo uma biblioteca genémica

Digestdao em gel em
fragmentos de ~150.000 pb

Eletroporacdo em
células E. coli

Triagem de coldnias em

placas de 384 canais




146 m MickLos, FREYER & CROTTY

fazer a triagem de milhdes de colénias. Outro é que muitos genes sdao muitom
res que o tamanho médio de 4.000 pb dos fragmentos de DNA nessa biblig
Por exemplo, 0 gene FBN1 discutido no Capitulo 3 tem 110.000 pb (ou 1104
bases ou kb). Se a média dos fragmentos de DNA nessa biblioteca ¢é 4.000 pb
tao o gene FBN1 seria separado no minimo em 28 fragmentos diferentes e sua
l6nias correspondentes. Uma vez que o objetivo é isolar um gene inteiro, ft
desenvolvidos vérios sistemas de vetores que permitiram a clonagem de frags
tos de DNA grandes. 1

Bacteridfago ). Os primeiros vetores desenvolvidos para clonar fragmentosg
des de DNA para bibliotecas ndo foram plasmideos. Ao invés disso, eram for
modificadas de bacteriéfago A (ver Capitulo 1). O ciclo de vida natural de fago
deles vetores ideais para biélogos moleculares. Um fago infecta células por trar
rir seu material genético para a célula, na qual ele replica, produzindo centena
novas copias do genoma viral. Vdrias versoes modificadas de bacteriofago A fo
desenvolvidas como vetores de clonagem nos quais genes virais podiam ser sul
tuidos com um inserto de DNA exégeno. ‘

O genoma do bacteriéfago A tem aproximadamente 50 kb de comprimento,
de conter mais de 40 genes. A capsula de proteina do bacteriéfago A tem um ars
justo sobre a quantidade de DNA que ficard dentro dela (~55 kb). Nao hd lugar]
acrescentar material extra. Felizmente, uma quantidade de genes nao-essenciais
contram-se no meio do genoma A, enquanto que os genes essenciais encontra
nas extremidades do genoma. Os genes nao-essenciais podem ser removidos
gestdo com enzimas de restrigao e fragmentos de DNA gendmico ou outro D
de ser ligado. O inserto de DNA escolhido é ligado no intervalo de fragmentos
tremidades do genoma A, chamado de “bragos” A. As extremidades coesivas
de bacteriéfago A, chamadas de sitios cos, hibridizam umas as outras, criand
longo concatamero composto de miltiplas moléculas de DNA A recomb
Quando esses concatameros sdo misturados em um tubo de ensaio com prote
traidas de bacteriéfago A, os concatameros sao clivados em moléculas A individ;
e empacotados com eficiéncia em novos fagos virais.

O DNA gendmico total é isolado com cuidado para prevenir a rompimenton

trario da digestao de restricao descrita para a biblioteca de plasmideo, aqui 0 DN;
incubado rapidamente com uma quantidade limitada de enzima. Essa “digestaog
cial” produz uma variedade de tamanhos de fragmentos, consideravelmente na
que o tamanho médio de 4.000 pb dos fragmentos que resultariam de uma diges
completa com uma enzima de restricao tipica que reconhece seis nucleohdeos (L
brar do Cap1tulo 4:a probablhdade de tal sitio ocorrer pode ser calculada

centrifugacdo do DNA em um gradiente de sacarose no qual fragmentos de dife .
tes tamanhos estabeleciam-se em niveis diferentes. Ha pouco tempo, os fragmen
clonéveis sdo isolados pela separagdo dos fragmentos de restricio em um gel dea

Vetares de clonagem e nimero minimo de clones necessdrios para representar o genoma humano hapl

Clones para
Vetor Inserto médio (ph) representar o genoma

Plasmideo 4.000 750.000
Lambda 20.000 150.000
40.000 75.000
Cromossomo bacteriano artificial (BAC) 150.000 20.000
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uindo uma biblioteca gendmica com vetor bacteriéfago A

rose e depois corta-se uma fatia do gel que contém o DNA do tamanho apropriado,
pela comparagao com o marcador de tamanho de DNA. O DNA é extraido da fatia
de agarose e ligado com 0 DNA do fago. Apés a ligagao do vetor A com 0 DNA gend-
mico, a mistura de ligacao é adicionada a extratos contendo as proteinas necessarias
para formar uma particula de fago completa. Uma vez “empacotada”, a biblioteca é
utilizada para infectar a E. coli.

Tipicamente, a E. coli e a biblioteca de bacteriéfago A sdo incubadas juntas breve-
mente para permitir que o fago infecte a bactéria. Muitas vezes, hd mais bactérias que
fagos. A mistura ¢é distribuida na superficie de placas com agar. O fago injeta seu ma-
terial genético nas células E. coli e, entdo, é replicado muitas vezes, além de codificar
também as proteinas da capsula necessaria para empacotar as particulas virais no-
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Aumentando o tempo de
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Selecao de DNA gendmico para uma biblioteca de bacteridfago A
O DNA genémico total é digerido parcialmente com uma enzima de restrigio apropriada e separado
um gel de agarose. A primeira coluna é um marcador de DNA mostrando fragmentos de DNA de tamanh
conhecidos. A segunda coluna é DNA nao-digerido. As tltimas trés colunas sio de DNA parcialmente
digerido e incubado por periodos crescentes de tempo. O retingulo interno representa a regido do gel
contém os fragmentos de DNA com tamanho apropriado, que serdo, por sua vez, usados para produzira
biblioteca A. g

vas, que sdo reunidas dentro da célula. O DNA viral recém-replicado € empacota l
dentro dessas particulas virais novas. A célula rompe-se (ou sofre lise), os virus

combinantes sio liberados para infectar células vizinhas ndo-infectadas, e o proce
so se repete. Como as células bacterianas continuam a sofrer lise, um halo claro,
mado de placa, é criado sobre a superficie. Cada placa origina-se de uma tnica
la infectada. A proporgio de fago para células bacterianas no cultivo original € ajus
tada para que vérios milhares de placas formem-se na superficie de cultivo. Cad
placa pode ser isolada e 0 DNA viral separado dos restos celulares.

Placas de fago em uma semeadura de bactérias E. coli
{Reimpressa, com permissdo, de Stent G.S. 1963. Molecular biology of bacterial viruses, p. 41. W.H.
Freeman, San Francisco.)
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Parcialmente clivado com Sau3A
Fragmentos isolados de 35-45 kb

Sitios cos  DNA gendmico . Empacotamento in vitro reconhece dois

agem de cosmideo

Duas caracteristicas de vetores A promoveram o avanco na constru¢ao de biblio-
tecas de DNA genomico. Primeiro, caracteristicamente os vetores A podem acomodar
insertos que tém em média 20.000 pb (20 kb); portanto, um quinto das moléculas re-
combinantes é necessério para representar o genoma humano inteiro. Isso torna o
trabalho de triagem da biblioteca muito mais controlavel. Segundo, a introducao de
DNA recombinante em E. coli por meio de infecgao com fagos € muitas vezes mais
eficiente que a transformacao de E. coli com plasmideos.

Cosmideos. Os cosmideos, que podem ser utilizados para clonar fragmentos de
DNA tendo em média 40.000 pb, foram o avanco seguinte no desenvolvimento de
vetores. Os referidos vetores hibridos sdo essencialmente plasmideos que contém os
sitios cos do bacteriéfago A. Para criar um cosmideo, um fragmento de DNA A con-
tendo o sitio cos é ligado em um plasmideo contendo uma origem de replica¢do e um
marcador capaz de ser selecionado (marcador selecionavel). O DNA gendémico € di-
gerido em fragmentos de 40 kb e ligado em vetores cosmideo. Os vetores sao, entdo,
misturados com extratos protéicos de bacteriéfago A, que reconhecem o sitio cos e
empacotam os vetores cosmideo em particulas de fago, criando virus infecciosos.
Tais virus recombinantes sdo utilizados para infectar células E. coli. Uma vez que to-
dos os genes virais foram removidos do cosmideo, 0s novos virus A ndo sao replica-
dos — as células infectadas ndo sdo lisadas e nao formam placas. Ao contrario, 0 cos-
mideo replica como um plasmideo dentro de uma célula bacteriana e as células infec-

DNA gendmico

Sitios cos

Sau3A

Vetor cosmideo
tefR

: ;.:,_Liga(;ao

DNA Vetor

- sitios cos que estao separados 35-45 kb

Infeccio de L. coli
Selecdo para resisténcia tet

Cosmidea recombinante

5 = Células E. coli
replica como um plasmideo

DNA genomico

sa estratégia, sao formados cosmideos com insertos ligados in tandem que serdo reduzidos a cosmideos simples durante 0 empacotamento em

culas de fago.
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tadas crescem em coldnias bacterianas normais sobre meios seletivos. Os cosmid
podem ser isolados com facilidade pelas técnicas-padrao de isolamento de pla
deos (discutidas no Capitulo 4).

BACs ¢ PACs. Cosmideos sao limitados como vetores pela quantidade del
que fisicamente pode caber dentro da cépsula do fago. Pelo mesmo motivo, 0
do de transformagao quimica de Mandel e Higa sao limitados para plasmideos
tivamente pequenos. A eletroporacdo, popularizada na década de 1990, cri
método para introduzir moléculas de DN A realmente grandes (100.000 a 300.
direto em E. coli. Moléculas de DNA com mais de um milhdo de pb tém sido ele
poradas e ndo hé limite teérico para o tamanho da molécula estudada por esse mé
do. A eletroporagio também eliminou a preparagdo de extratos complicadosp
empacotamento de fagos ou de células E. coli altamente competentes. A eletropt
cao mudou a estratégia no desenho de vetores. Os vetores utilizados atualment
ra clonar fragmentos grandes de DNA precisam conter apenas uma origem dere
cacao bacteriana e um marcador selecionével.

Surgiram dois tipos de vetores de clonagem que levariam em conta a clonag
de fragmentos de DNA de 100 a 300 kb: BACs (cromossomos artificiais de ba
do inglés bacterial artificial chromosomes) e PACs (cromossomos artificiais deriv
de P1, do inglés P1-derived artificial chromosomes). Como o nome indica, BACs conle
uma origem de replicacdo do epissomo F da E. coli (descrito no Capitulo 3) e PA
encerra a origem de replicagao do bacteriofago P1. _

O pBACe3.6 é um vetor BAC tipico. O marcador selecionével que permitea
tificacao de células contendo 0 BAC é o gene SacBIl, que leva em consideracao o
cimento seletivo em sacarose. As bibliotecas BAC contendo o genoma humano ini
ro ja estao disponiveis comercialmente. De modo caracteistico, elas contém clon
ficientes para a cobertura de 10 vezes o genoma humano, que representa estat
mente 99% do genoma.

BamHI1 (1)
Notl (11.456) | Sacll (8)
LOXP511 EcoRl (10)
PI SCEI Sact (20)
TNZATT Miul (22)

TZ

PUC-LINK

Apall (766)
Apall (2.012)
Apall (2.509)

ori—_

pBACe3.6

A0 Miul (2.790)
Sacl (2.800)
FcoRl (2.802)
pBACT08L Sacll (2.810)
BamHl1 (2.811)

Notl (2.850)

pBR322

Mapa do plasmideo BAC pBACe3.6
O gene SacBI! codifica para levansacarose, a qual converte sacarose em levan que é toxica para as células
hospedeiras. O inserto genémico é colocado no meio de SacBll, dividindo-o e prevenindo a producao da
protefna levansacarose completa. Os plasmideos que nao t&m o inserto produzirdo a proteina
levansacarose, deixando de crescer no meio contendo sacarose.
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Células de humanos

9 Fundiras
“células em blocos
de agarose

Solugao de lise celular «. Enzimas e
tampao de
restrigao

§epararos — ———
1r3grr[1)e':::)s j Fundir o bloco em
poe:' et & gel de agarose

IR Os métodos convencionais de isolamento de DNA cortam-no em fragmentos
e menores do que 100 kb. Sendo assim, a construcao de bibliotecas “megabase” de
BAC e PAC, que necessitam de fragmentos de DNA de 100 a 300 kb, exigem mani-
pulacdo cuidadosa. Para minimizar a quebra do DNA, as amostras celulares sio
embebidas em pequenos blocos de agarose, cada um com volume de cerca de 100
ul. Entdo, reacdes para liberar e digerir o DNA genodmico sao realizadas in situ pe-
la difusdo de reagentes dentro do bloco de agarose. Primeiro, as células sio lisadas
com detergente e proteases. Ap6s uma lavagem, enzima de restricio e tampao sao
difundidos no bloco. Depois da incubacio, EDTA é difundido para parar a reagao
de restri¢ao e produzir uma digestio parcial. Um gel de agarose maior é fundido
em torno do bloco de reacao e os fragmentos da reacéo de restricao sio separados
por eletroforese.

A eletroforese convencional (de campo fixo) nao pode separar fragmentos de

DNA maiores que 50.000 pb. No entanto, varias técnicas novas podem separar
fragmentos de acima de 10 milhdes de pares de base de comprimento. Na eletrofo-
rese em gel de campo pulsatil (PFGE, do inglés pulse-field gel electrophoresis), utili-
zada em primeiro lugar por Charles Cantor, na Universidade de Columbia, a cor-
rente € alternada entre varios pares de eletrodos opostos. A cuba de eletroforese é
montada em um hexagono, com eletrodos na parte de cima e de baixo do gel e dois
grupos de eletrodos em cada lado do gel em um angulo de 120°. A corrente é apli-
cada de maneira constante entre o eletrodo de cima e o de baixo. A corrente aplica-
_ da a partir dos eletrodos laterais ¢ trocada de um lado para o outro entre os dois
[ 0s laterais permite-se uma grupos. Isso altera a trajetéria do DNA enquanto ele migra pelo gel, permitindo a
& separacao de fragmentos = :
Bties de DA melhor separagao de fragmentos grandes. Na eletroforese em gel de campo inver-
4 tido ou de campo com alternacio ortogonal (OFAGE, do inglés orthogonal-field-al-
ternation gel electrophoresis), uma corrente longa para frente é alternada com uma
corrente reversa curta. A capacidade de resolucio de PEGE ¢ OFAGE depende da
duragao de tempo que as duas correntes alternadas sio aplicadas. Fatias de gel
contendo fragmentos de DNA do tamanho apropriado sao isolados suavemente e
ligados em vetores BAC ou PAC.

--------

0 a corrente entre os
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-5.57 Mbp

-4.47 Mbp

-2.46 Mbp

PFGE de cromossomos de levedura
Os trés cromossomos de Schizosaccharomyces pombe separados por PFGE. (Cortesia de Debbie T, Liang &
Susan L. Forsburg, The Salk Institute.)

As enzimas utilizadas para clonagem megabase cortam com freqiiéncia 15 a7
vezes menor do que seria predito pela probabilidade de ocorréncia ao acaso de sua
seqiiéncias de reconhecimento. Por exemplo, Notl reconhece uma seqtiéncia de 8 ob
e seria esperado que produzisse fragmentos de restrigdo com média de 65.536 pb (4]
De fato, ela produz fragmentos com média de um milhdo de pares de base. Ml
Nrul e Poul reconhecem seqiiéncias de seis nucleotideos com probabilidade de ocot
réncia ao acaso de 4.096 nucleotideos (4°). Contudo, cada uma produz fragmentos d@
restricdo com média de 300.000 nucleotideos. Isso ocorre porque a distribui¢ao das
seqiiéncias de nucleotideos no genoma humano ndo é aleatéria. As seqiiéncias de re
conhecimento de todas as enzimas de corte megabase contém um ou mais dinucleo:
tideos CG, uma seqiiéncia que se torna muito rara em genomas de mamiferos.

Fazendo a triagem de bibliotecas de DNA

Tem sido discutida a dificuldade de distinguir bioquimicamente um fragmento dé
DNA de outro. Uma vez que a abundéncia relativa de adenina, timina, guanina e c
tosina é constante dentro de um polimero de DNA, cada fragmento de DNA tem
mais ou menos a mesma composi¢ao quimica. Esse foi um dos fatos que encorajou
cientistas, durante a década de 1940 e o inicio da década de 1950, a acreditar que o
DNA era incapaz de ser o material genético. No entanto, para trabalhar de form
criativa com ele, deve-se pensar em termos da seqiiéncia exata de pares de base ag
longo de um fragmento especifico do dcido. A triagem de uma biblioteca gendmic
feita com base em dois atributos da molécula de DNA: (1) a singularidade, mesmo
fragmentos relativamente curtos de nucleotideos, e (2) a ligagdo complementar de
pares de nucleotideos dentro de uma seqiiéncia.

E preciso considerar o comprimento de uma cadeia de nucleotideos necessarios
para ser uma seqiiéncia unica de DNA humano - uma seqiiéncia que estatistica-
mente seria encontrada apenas uma vez no genoma humano inteiro. Para ser tni-
ca, a seqiiéncia deve ter uma probabilidade de ocorrer menor que uma vez em 3 bi-
lhdes de nucleotideos.

Para o proposito dessa discussdo, serd considerado que, de um modo geral, as:
quatro bases estdo distribuidas aleatoriamente em uma molécula de DNA. (Para
simplificar, uma seqiiéncia de DNA normalmente leva em conta apenas o arranjo:
de nucleotideo de uma fita porque a fita complementar oposta pode ser deduzida.

A probabilidade de qualquer seqiiéncia de DNA ocorrer pode ser calculada pe-
la férmula 1/4", na qual 4 é igual ao niimero de nucleotideos diferentes e n € igual
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Probabilidade de ocorréncia de seqiiéncias de DNA de nimero crescente de nucleotideos

Nucleotideos Probabilidade de ocorréncia (1/)
1 4
2 14
3 64
4 256
5 1.024
6 4.096
7 16.384
8 65.536
9 262.144

10 1.048.576
11 4.194.304
12 16.777.216
13 67.108.864
14 268.435.456
15 1.073.741.824
16 4.294.967.296

ao numero total de nucleotideos da referida seqiiéncia. Por exemplo, comecando
em qualquer posicdo de um nucleotideo ao longo da fita de DNA, ha uma chance
em quatro (1/4) de que este serd adenina. Hd também uma chance em quatro (1/4)
de que o nucleotideo vizinho sera citosina. Portanto, a chance combinada de en-
contrar a seqiiéncia de dinucleotideo adenina-citosina (AC) é 1/4 x 1/4 =1/4" =
1/16. Todas as outras seqiiéncias de dinucleotideo também teriam uma probabili-
dade de ocorréncia de 1 em 16, AA, TT, GG, CC, AT, AG, TA, TG, TC, GA, GT, GC,
CA,CTeCG.

Um exercicio simples com uma calculadora mostra que a chance de encontrar
uma seqiiéncia especifica de 10 nucleotideos é de 1/4' ou de 1 em 1.048.576. Estatis-
ticamente, apenas 3.000 copias de uma seqiiéncia especifica de 10 nucleotideos deve-
riam ser encontradas no genoma humano. Uma seqiiéncia de 15 nucleotideos tem
uma probabilidade de ocorréncia de 1/4" ou de um em 1.073.741.824, enquanto uma
seqiiéncia de 16 nucleotideos tem uma probabilidade de ocorréncia de 1/4" ou de
um em 4.294.967.296. Uma seqiiéncia de 15 nucleotideos, por sua vez, deveria ocor-
rer trés vezes no genoma humano, enquanto uma seqiiéncia de 16 nucleotideos de-
veria ocorrer apenas uma vez.

Hibridizacio

Asanda radioativa (preto) encontra sua seqliéncia complementar no DNA gendmico (azul) e estabelece pontes de hidrogénio, formando uma
molécula duplex.
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Esse célculo sugere a regra geral que uma seqiiéncia de 16 nucleotideos ou
seqiiéncia mais longa provavelmente seja tinica no genoma humano. No entanto,
ve-se lembrar que seqiiéncias de DNA repetitivo compdem uma percentagem sigil
ficativa dos cromossomos humanos. Obviamente, uma seqiiéncia de 16 nucleotiden
dentro de um elemento repetitivo seria comum a cada uma das unidades repetiti
Algumas seqiiéncias repetitivas longas incluem as centenas de copias de gen
RNA ribossomal, porém, em geral, seqiiéncias repetitivas sdo curtas — variandod
dois a poucas centenas de nucleotideos de comprimento.

Identificando seqiéncias especificas de DNA

Em 1961, Sol Spiegelman e Benjamin Hall descobriram que DNA fita simples estabé
leceria pontes de hidrogénio com sua seqiiéncia de RNA complementar para forn
uma molécula fita dupla (duplex) estavel. A mesma ligagao pode também ser real
zada entre moléculas de DNA fita simples. Esse emparelhamento complementar
tre bases proporciona uma ferramenta poderosa para a investigagao de seqiiéncia
de DNA tnicas na biblioteca gendmica.

A incubacdo de DNA fita dupla a uma temperatura acima de 90°C, em um pl
maior que 10,5 ou com vérios compostos organicos (tais como uréia ou formamidaj
rompe as pontes de hidrogénio entre os pares de base, causando a dissociagao das i
tas complementares. Esse processo € chamado de desnaturagao. Sob condicdes a fe
quadas de sal, temperatura e pH, as duas moléculas de fita simples podem ser un
das novamente para formar a molécula de DNA duplex original. Esse processo !
alinhamento de moléculas complementares fita simples e formagao de molécul
ta dupla é conhecido como hibridizagio. (Anelamento € o termo aplicado para hibr
dizacdo de seqiiéncias de DNA curtas.)

Sob condicoes de reacio de “alta estringéncia”, DNAs duplex estaveis formam-$
apenas quando o emparelhamento das bases complementares ¢é totalmente perfeifs
ao longo do comprimento inteiro das fitas de DNA. Sob condicdes de “baixa estrin
géncia”, ocorre hibridizagdo parcial entre as fitas que tém graus menores de comple
mentaridade. Ambas as condigdes sdo titeis na triagem de bibliotecas.

A hibridizacdo é o método usado para identificar e isolar uma colénia ou
placa contendo um gene especifico de uma biblioteca. A idéia é criar uma “sond
normalmente um fragmento de DNA fita simples marcado radioativamente
contenha uma seqiiéncia complementar ao gene de interesse e, depois, incub
com o DNA gendmico desnaturado. A sonda é adicionada em excesso, de forma
que ¢é mais provével que o gene hibridizara a sonda do que a sua fita comple
tar original.

Fazendo uma sonda para p-globina

Fazer uma sonda para um gene de interesse requer a purificagao de uma seqtiéncia
de DNA complementar a esse gene. Isso cria uma armadilha, pois para identificar
seu gene-alvo é preciso ter um fragmento desse gene. Entao, como purificar uma
seqiiéncia complementar a partir da qual se produz a sonda? Retornando ao exems
plo original, pode-se ver como Philip Leder e seus colaboradores superaram
problema, aparentemente insolivel, na clonagem do gene de f-globina de camut
dongo.

Embora a regido do cromossomo que contém um gene de interesse pareca mais.
ou menos idéntica a qualquer outra regiao, os mMRNAs dentro de uma célula sao um
tanto tinicos. Cada mRNA é uma molécula separada e o tamanho da molécula de
mRNA reflete 0 tamanho do gene. Dessa forma, mRNAs diferentes podem ser sepa-
rados pelo tamanho. O mRNA é complementar a seqiiéncia de DNA do gene a par-
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tir do qual € transcrito; e ele hibridizara de imediato essa seqliéncia de DNA. Leder
pensou que ele poderia tirar vantagem da hibridizagao, em combinagio com as pro-
priedades tinicas das células vermelhas do sangue (hemadcias) e do mRNA eucarioti-
co, para fazer uma sonda para o gene B-globina.

As hemdcias podem ser imaginadas como sacos de hemoglobina, pois estao
preenchidas com essa proteina e poucas mais. Assim, 0s precursores nucleados das
hemdcias, os reticulécitos, funcionam essencialmente como fabricas de hemoglobina.
Enquanto a maioria das células de mamiferos contém quantidades relativamente pe-
quenas de milhares de tipos diferentes de moléculas de mRNA, os mRNAs de o- e B-
globina sao responsaveis pela maior porcao de todas as moléculas de mRN A nos reti-
culéceitos. Os reticuldcitos ndo sio encontrados normalmente na corrente sangiiinea,
mas podem abranger mais de 50% das células sangliineas circulantes em camundon-
g0s com anemia induzida. Sendo assim, os reticulécitos foram o material bruto a par-
tir do qual Leder e seus colaboradores criaram uma sonda para o gene B-globina.

Isolando de mRNA de globina. Conforme descrito no Capitulo 3, alguns mRNAs
eucaridticos contém uma extensio longa de 100 a 200 residuos de adenina nas suas
extremidades 3. Tal fragmento poli(A) torna possivel isolar mMRNA em uma etapa
tnica usando cromatografia de afinidade em oligo(dT)-celulose. Nesse protocolo,
uma coluna é preenchida com particulas de celulose, as quais sao ligadas a seqiién-
cias sintéticas pequenas (10 a 20 nucleotideos) de deoxitimina (dT). A extensao de re-
siduos T hibridizara a extensdo de A na seqiiéncia poli(A) de mRNA sob condigoes
de alta concentracio de sal. Isso ird permitir a captura de mRNA poli(A) quando ele
seliga a coluna. Quando um lisado de reticulécitos é passado por uma coluna de oli-
go(dT)-celulose em um tampao de alta concentragao salina contendo cloreto de sé-
dio, as seqiiéncias poli(A) do mRNA ligam-se aos residuos T complementares. As-
sim, as moléculas de mRNA sio retidas na coluna enquanto todas as outras molécu-
las passam por meio dela. Depois, o sal é enxaguado da coluna, que libera 0 mRNA
ligado. Uma vez que o e B-globina representam 98% dos mRNAs contidos nos reticu-
l6citos, ndo é necessaria uma purificacio adicional.

9
@

Purificando mRNA de globina

(1) Reticuldcitos lisados em tampdo com alta concentracio de sal sio derramados por meio de uma coluna
de oligo(dT)-celulose. (2) As seqiiéncias poli(A) do mRNA ligam-se as maléculas de oligo(dT) nas particulas
de celulose. (3) Moléculas diferentes de mRNA passam pela coluna. (4) A lavagem com tampao de baixa
concentracao salina libera o mRNA da coluna.
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Tom Maniatis

(Cortesia de Kris Snibbe,
Harvard News Office.)

Argiris Efstratiadis

Fazendo uma sonda de cDNA a partir de mRNA. O Capitulo 2 discutiu o dogmad
tral da biologia molecular — 0 DNA € transcrito para fazer RNA que é traduzido]
ra fazer proteina. No entanto, deve-se lembrar que existem algumas excegoes p
essa regra. A fim de fazer a sonda para triagem de uma biblioteca, pode-se levar v
tagem de uma dessas excegdes para fazer DNA a partir de RNA. Para tanto, é nec
sdaria um DNA polimerase especial chamado de DNA polimerase dependented
RNA ou transcriptase reversa (RT, do inglés reverse transcriptase).

ART é encontrada em refrovirus, que armazena seu material genético na formay
RNA. Quando um retrovirus infecta uma célula, ele deve converter seu genor
RNA em DNA para comegar seu ciclo de vida. A RT do retrovirus utiliza o RNA
mo um molde para construir uma nova fita de DNA complementar (essa nova fifa
denominada “cDNA"), que é convertida em uma molécula de DNA fita dupla.

Na metade da década de 1970, varios grupos descobriram métodos para utili
RT em ensaios para fazer cDNA a partir de mRNA. Os métodos utilizados hojes
derivados do trabalho realizado em Harvard por Tom Maniatis, Argiris Efstratiad
Fotis Kafatos e Allan Maxam. Utilizando RT em ensaios, uma sonda de cDNA m
cada radioativamente pode ser criada a partir de mRNA de globina purificado. P
meiro, um primer curto composto de oligo(dT) é hibridizado a seqtiéncia poli(A)
do mRNA purificado. Como todos os DNAs polimerases, a RT inicia a sintese®
DNA no primer. Entéo, ela constréi uma cadeia de DNA que incorpora um nucleol
deo complementar para cada posi¢do na molécula de mRNA. Como € verdade, pa
todas as polimerases (tanto DNA como RNA polimerases) a RT sintetizada extrem
dade 5 para 3’ - adicionando sempre um nucleotideo novo a OH 3’ do nucleotids
adicionado anteriormente. A sintese da sonda de cDNA ocorre em uma mistura
reagao contendo RT e os quatro deoxinucleotideos trifosfatos, um ou mais dos qua
contém P* (um is6topo radioativo do fésforo).

Leder utilizou essa reacdo para produzir sondas de cDNA marcadas com P~
partir de mRNA de «- e B-globina que ele isolou de reticuldcitos. Como mRNAs pai
o e B-globina estavam presentes, a triagem da biblioteca identificou col6nias conter
do ambos os genes. A caracterizagao adicional dos clones isolados permitiu queel
distinguisse entre os dois genes de globina.

Fazendo a triagem

Para isolar o gene B-globina de camundongo, Leder e colaboradores triaram umabj
blioteca de bacteriéfago A. Na época, tais bibliotecas continham os maiores insertg
de DNA, porém, hoje os pesquisadores muito provavelmente iniciam com uma bi
blioteca BAC ou PAC. A triagem tanto da biblioteca de bacteriéfago A quanto dasbi
bliotecas tipo plasmideos é essencialmente a mesma, assim, a biblioteca de cosmide
serd considerada como exemplo. Quando se faz a triagem de uma biblioteca, néo s
selecionadas células individuais para o gene, mas, ao contrério, selecionam-se cold
nias (um grupo de células que crescem em uma superficie sélida e que resultam de
crescimento de uma tinica célula).
A primeira etapa € o crescimento de coldnias. Inicia-se pela colocagao de um filtx
de nylon ou nitrocelulose sobre uma placa de Petri com agar contendo os nutrienté
apropriados e 0 marcador de selecdo como, por exemplo, ampicilina. Uma suspen
sdo de células da biblioteca € depositada sobre o filtro e espalhada uniformente, As
células contidas na biblioteca devem ser diluidas e espalhadas bastante sobre as
perficie do filtro para que haja um minimo de sobreposi¢ao de colonias (lembrar qu
depois se desejard isolar uma colonia em particular). Caracteristicamente, varios mi
lhares de células sao depositados na placa e os filtros multiplos sdo preparados a fi
de fazer a triagem de insertos suficientes para cobrir o genoma vérias vezes a mai§
Ap0s a incubagao durante a noite, colonias aparecem sobre os filtros.
O processo de triagem de biblioteca requer a destrui¢ao das células sobre o filtro:
Para se obter uma colénia vidvel apos a triagem, um grupo idéntico de filtros (dupli
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cata) deve ser feito por meio da réplica da posicao das colénias de cada filtro, Isso &
realizado pela colocagao de um filtro novo sobre cada filtro contendo colénias. Mar-
cas de registro sao feitas pela abertura de pequenos buracos através das bordas dos
filtros, de modo que os filtros possam ser realinhados mais tarde e, entdo, separados.
Algumas células de cada colénia sao transferidas para o filtro novo, o qual é coloca-
do em uma placa nova, incubando-se ambas as placas até que aparecam coldnias de
tamanho completo. (Essa é a adaptacio de uma técnica para fazer replicagio de cold-
nias bacterianas, publicada em 1952 por Joshua e Eswther Lederberg, na Universida-
de de Wisconsin.)

Um grupo-réplica de filtros ¢ deixado na placa de Petri e depois refrigerado. O
outro filtro-réplica é utilizado para triagem. Os filtros sao molhados em uma solucao
alcalina de hidréxido de s6dio, que simultaneamente faz a lise das células e desnatu-
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Colocar células sobre um filtro
sobreposto em uma placa de dgar

Remover o filtro réplica

Lisar as células; desnaturar
a DNA e hibridizar a sonda
marcada radioativamente
em sacos plasticos vedados

A revelacao do auto-radiograma
mostra a localizagao da coldnia que
a sonda hibridizou

Fazendo a triagem de uma
biblioteca de cosmideo
Uma auto-radiografia indica a
localizacao de coldnias em uma
placa-padrao hibridizada por uma
sonda radioativa.

ra o DNA. Apés, os filtros sdo molhados em tampdo em pH neutro. O DNA pa
nece desnaturado e o DNA fita simples é fixado sobre o nylon/nitrocelulose pe
termédio do cozimento dos filtros sob vécuo a 80°C.

Os filtros secos entdo sdo submetidos a triagem com a sonda (cDNA marcados
P*) para detectar a presenca do gene de interesse. Para conseguir isso, os filtro
incubados com a sonda sob condigdes que favoregam a hibridizagao de seqiién
complementares: pH neutro, presenca de ions sédio (que neutralizam as altera
negativas ao longo da cadeia de DNA) e temperatura elevada (65°C, que desen
ca as fitas de DNA). Durante uma incubagao de 12 a 24 horas, a sonda hibridiz
apenas o DNA daquelas colonias que contém todo ou parte do gene de interessel
ve-se lembrar que células E. coli sao utilizadas e, desse modo, a presenca do Dl
bacteriano nio deveria ser um empecilho para a triagem — a sonda para uma uf
seqiiéncia de DNA humano ndo deveria hibridizar o DNA bacteriano.

Depois da hibridizagao, os filtros sao lavados para que se remova 0 excesso
sonda, secos e cobertos em embalagem plastica. Os filtros cobertos sao pressio
com forca contra uma folha de filme de raio X, ao qual é exposto por varias horas.
particulas P liberadas durante o declinio do P* radioativo na sonda revelam o fil
Apés a revelagio, a drea exposta aparece como um ponto escuro sobre o filme det
X. O realinhamento das marcas de referéncia sobre o filme, o filtro e a placa de ci
vo combina um ponto de exposigao a sua coldnia correspondente em uma das d
catas dos filtros que tinham sido armazenados no refrigerador. Sendo assim, es
16nia contém seqiiéncias de DNA complementar a sonda e, portanto, contém o g
de interesse. A coldnia é colhida da placa e pode ser crescida em quantidade parai
lamento do DNA cosmideo e analise adicional.

Outras estratégias para triagem

Uma vez que um gene ¢ isolado de um organismo, muitas vezes ele podera servire
mo uma sonda para isolar os genes equivalentes de organismos diferentes (ortd
gos). Por exemplo, os genes de globina de camundongo e de coelho sao utilizadose
mo sondas para isolar os genes de globina de humanos. Muitos genes tambéme
tem em “familias” de genes semelhantes. Por exemplo, no Capitulo 3, discutiu-sef
genes Hox, cada um deles contendo uma seqiiéncia altamente conservada, cha
de homeobox. As seqiiéncias conservadas de dentro do homeobox foram utilizadas@
mo sondas para descobrir outros membros da familia Hox. Quando uma seqtiéng
néo-idéntica é utilizada como sonda para detectar outro gene, o processo € chama

Hibridizacao de col6nias
Placa de LB com coldnias transformadas (esquerda). Filtro com clones positivos (direita).
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de “hibridizagao cruzada”. Condicoes de menor estringéncia (temperatura baixa e
concentracao de sal alta) séo utilizadas em triagem por hibridizacao cruzada, permi-
tindo a ocorréncia de pontes de hidrogénio, apesar de poucas diferengas entre a son-
da e a seqiiéncia-alvo.

Oligonucleotideos Sintéticos. O progresso na bioquimica de proteinas, com o come-
¢o da era da clonagem do gene, resultou em que muitas proteinas tenham sido total
ou parcialmente seqtienciadas. O advento dos sintetizadores automaticos de DNA,
no inicio dos anos 80, tornou factivel a utilizacéo de praticamente qualquer seqiién-
cia de aminoacidos para produzir sondas curtas de oligonucleotideos (oligo = al-
guns) para o gene correspondente.

Uma vez que cada aminodcido é codificado por um cédon, uma seqiiéncia de seis
aminoacidos pode ser utilizada para derivar uma sonda de DNA de 18 nucleotideos,
que deveria hibridizar a uma tnica seqiiéncia no genoma humano. (Lembrar o cal-
culo para o comprimento de uma seqiiéncia tinica.) No entanto, a maioria dos ami-
noacidos € codificada por mais de um cédon. Por causa dessa degeneragao, ou “he-
sitagao” do cddigo genético, a seqiiéncia de DNA extraida nao pode ser precisamen-
te derivada de uma seqiiéncia de aminoacidos.

Esse problema pode ser evitado pela selecao de uma seqliéncia de aminoacidos
com a minima degeneragao — os ideais sao aqueles codificados por apenas um ou
dois cédons diferentes. Entao, sio sintetizados oligonucleotideos que representam
cada combinagao de coédon possivel. A mistura de sondas é marcada radioativamen-
te usando ATP P* e polinucleotideo quinase, que transfere o fosfato ydo ATP para a
extremidade 5'do oligonucleotideo. A sonda é utilizada para a triagem de uma bi-
blioteca genémica ou de cDNA, enquanto que a sequiéncia completa de aminoacidos
da proteina é predita a partir da seqiiéncia do DNA do gene clonado.

Fazendo a Triagem de Biblioteca BAC ¢ PAC. Uma vez que bibliotecas BAC e PAC
contenham fragmentos bastante grandes de DNA, é necessaria a triagem de muito
poucos clones para encontrar um gene em particular. Caracteristicamente, a triagem
dessas bibliotecas nao é feita por propagacao de células em placas de cultivo. Ao in-
vés disso, colonias individuais de BAC ou PAC sao propagadas primeiro em placas
microtitulagao com 384 pogos. Um braco mecinico autémato espalha as coldnias em
um filtro de alta densidade. Depois, é feita a triagem do filtro utilizando métodos pa-
drao de hibridizacao. A posicao das colonias positivas sobre o filtro sdo correlaciona-
das com 0s pogos especificos na placa microtitulacio.

Uma vez que um clone gendémico é identificado como contendo um gene-alvo,
ele deve estar localizado dentro de uma BAC ou PAC muito grande. A abordagem
mais facil é digerir a BAC com uma endonuclease de restricao e “subclonar” tais
fragmentos em outro vetor como, por exemplo, um plasmideo ou um bacteriéfago
M. Essa minibiblioteca é submetida a uma segunda triagem com a mesma sonda
usada para identificar a BAC. Hoje, pelo fato de o seqiienciamento de DNA ser tao
rdpido e barato, normalmente os subclones sao seqiienciados diretamente para
identificar o gene-alvo.

Arg-Lys-Met-Va I-His-Asn-Cys—Trp-Gly-Leu-LewMol-Scr—GIanro-Tyr

ATG GTA CAC AACTGC TGG
5 T o

G
T
42 g 2x 2xl =32

Escolhendo a melhor seqiiéncia para uma sonda

Na seqliéncia protéica hipotética aqui apresentada, foi feita a triagem para uma regiao na qual os

aminodcidos ttm o minimo de degeneragio ou hesitagio. A seqiéncia sublinhada tem poucos aminodcidos
degenerados; e uma mistura de 32 sondas considerars cada seqiiéncia que pode ser codificada.
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Hibridizacao de colonias
Placa de LB com colénias transformadas (esquerda). Filtro com clones positivos (direita).

Biblioteca de cDNA. Até agora, tem sido descrita a clonagem de DNA genomi
Deve-se lembrar que muitas vezes uma seqiiéncia de DNA gendmico caracteristi
mente contém tanto a seqiiéncia intron quanto a seqiiéncia éxon. Isso significag
um tinico gene pode se estender por uma grande distancia, dificultando seu iso
mento e sua analise. Qutro problema com a triagem de uma biblioteca gendn c:
que ela contém todos os genes presentes no genoma de um organismo. Muitas vez
um cientista deseja olhar para um gene especifico que estd ativo em um tecido ou
po celular especial.

Bibliotecas de cDNA proporcionam a solugéo para os dois problemas. Osd
NAs sdo produzidos a partir de mRNAs que, quando processados, ndo conté
quaisquer introns. Isso significa que qualquer cDNA isolado ird conter apenass
giiéncias codificantes para esse gene, o que reduz a quantidade desse DNA a#
isolado e analisado. Além disso, uma biblioteca de cDNA representa apenas aqu
les que sao expressos em um tipo celular especifico, reduzindo, dessa forma, ol
mero de genes a ser submetido a triagem.

Para produzir uma biblioteca de cDNA, o mRNA total € isolado de um tecido¢
de células de interesse por meio da utilizacao da cromatografia de afinidade a@
go(dT). E coplas de cDNA sao sintetizadas utilizando oligo(dT) como primer par
RT, conforme ja descrito. Essa sintese produz uma molécula hibrida de DNA-RN
A etapa seguinte é sintetizar a segunda fita de DNA para produzir um cDNA fitad
pla (ds cDNA, do ingés double-stranded cDNA). A sintese de DNA requer um primg
O ideal seria poder utilizar um primer que inicie o mais préximo possivel da extt
midade 5'"do mRNA para sintetizar a molécula inteira, como foi realizado na extr
midade 3"utilizando oligo(dT). No entanto, é muito dificil comegar a sintese no inic
da extremidade 5 do mRNA, uma vez que cada mRNA tem sua propria seqiiéne
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mRNA 5’ AAAAAAAAAAA...A 3

Primer oligo(dT),
~ transcriptase reversa,
.+ dNTPs

5° AAAAAAAAAAA.. A 3
Ei UTERTTERT T . 0T 5

Tratamento com NaOH
para destruir o RNA

3" EFLITITTELT Ll B

~ Primers hexdmeros aleatérios,
 DNA polimerase, dNTPs

o1 AAAAAAAAAAA.. A 3
& TTTTTITTTTTT...T &
Colecao de clones de cDNA Amplificagdo por PCR
para criar a biblioteca de cDNA. com primers gene-
Triagem da biblioteca com especificos.Clonagem de
sonda gene-especifica. CDNA especifico.

Criando um cDNA fita dupla para clonagem

Metilase EcoRl . Blogueio de corte com EcoRl
T ! por meio da metilagdo
T T T com metilase EcoRl

? ?

Adigdao em adaptadores EcoRI
com T4 DNA ligase '

Digestao com EcoRI para
produzir extremidades coesivas

Adigdo de adaptadores EcoRl em cDNA fita dupla
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tinica nessa regido. Ao invés disso, deve-se contar com um método chamado de
cio aleatério. Apds a remogao completa do mRNA, a fita de cDNA restante € ing
da com hexameros aleatorios — oligonucleotideos que representam cada sequé
possivel de seis nucleotideos. Os primers ligam-se iniciando seqiiéncias a parf
cDNA, resultando caracteristicamente em cDNAs fita dupla que carecem da extn
dade 5.

O cDNA fita dupla resultante é preparado para ligacdo em um vetor plasm
ou em um fago pela adigdo de adaptadores as extremidades utilizando T4 DNA
se. Os adaptadores sao oligonucleotideos fita dupla curtos que contém uma seq
cia de restri¢do de reconhecimento. Por exemplo, um adaptador com a seqiié
GAATTC contém o sitio de reconhecimento para EcoRI. Se necessario, antes dai
¢do dos adaptadores, o cDNA fita dupla pode ser incubado com metilase EcoRl,
queando qualquer sitio EcoRI dentro do préprio cDNA de clivagem durante a ¢
seguinte. (Em estratégias de clonagem direcional, um adaptador diferente ¢ ad
nado para cada extremidade da fita dupla de cDNA, criando um sitio de endd
clease de restricao diferente em cada extermidade.)

A digestao com a enzima de restri¢ao EcoRI corta os adaptadores e cria extre
dades coesivas para ligacdo do cDNA em vetores digeridos com EcoRI. Os plas
deos ou fagos recombinantes que resultam sao transformados em E. coli ou usa
para transformar E. coli, distribuidas em placas de dgar. Antibi6tico no meios
ciona as colonias que expressam um gene de resisténcia de um vetor recombin
te. A presenga de células contendo fagos é visualizada por meio da formagag
placas. De qualquer forma, agora as placas contém uma biblioteca de cDNAE
pode ser submetida a triagem da mesma maneira que uma biblioteca de DNA;
némico.

Primer 3" anela ao seu mRNA especifico.

P} »
S 2,5
3se

——— O primer 5 especifico e a Taq
polimerase fazem a segunda
fita. Este ds cDNA entdo é RT

amplificado por ciclos
suplementares de PCR.

Amplificagao por PCR rJ/\/\\f\f/—’
=== Primer 3’ especifico & Taq polimerase /ﬁ
v dNTPs P/\/f\f\/;'

RT sintetiza uma
copia de cDNA.

\

\

= Primer 5'especifico
mMRNA
“Ln A~ cDNA

Amplificagao do ds cDNA especifico dog
% ) RT

Transcriptase reversa — reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)
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Triagem Baseada em Andlise Computacional. Com as seqiiéncias do genoma de mui-
tos organismos completas ou quase completas, geralmente nao ¢é necessario isolar
um cDNA de uma biblioteca. Um gene de interesse pode ser identificado pela tria-
gem de um banco de dados. Usando tal informagao, podem ser feitos primers espe-
cificos para a extremidade 5'e 3’ do gene. O primer 3’ é pareado a0 mRNA isolado de
células que expressam o gene de interesse, e um cDNA ¢ produzido utilizando-se RT.
A seguir, o primer 5’ é adicionado e a sintese da segunda fita é realizada com a utili-
zacao do DNA polimerase da E. coli, produzindo um ¢cDNA fita dupla especifico. Es-
sa estratégia tem um ponto fraco. Se o mRNA estd presente em pequena quantidade,
pode ser dificil ter cDNA fita dupla suficiente para efetuar o trabalho. A alternativa é
fazer a transcricao reversa do mRNA para produzir o cDNA e, entéo, adicionar o pri-
mer 5 e usar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) para amplificar o cDONA em varias copias, conforme a necessidade (ver Ca-
pitulo 6). Esse método é denominado PCR transcriptase reversa (RT-PCR, do inglés
transcriptase reverse PCR).

Trabalhando com genes clonados

Uma vez que um gene tenha sido clonado de uma biblioteca, uma grande quantida-
de de possibilidades se abrem para anilise.

Hibridizacio Southern. A hibridizagdo Southern (ou blotting), assim denomina-
da ap6s sua descoberta por Ed Southern, pode ser utilizada para estudar a organi-

Southern blotting

(1) Aplicar o DNA digerido no gel de agarose e separar por eletroforese; (2) visualizar o DNA e desnaturar
no gel: (3) transferir o DNA para filtro de nitrocelulose por capilaridade (P = toalhas de papel, N =
nitrocelulose, A = gel de agarose, W = esponja, $ = solugdo com alta concentragdo de sal); (4) hibridizar a
sonda radioativa ao filtro que, se corado, serd uma réplica do gel no espelho; (5) lavar o filtro e revestir com
filme de raio X e (6) o auto-radiograma realizado revela a localizagdo de bandas as quais a sonda se ligou.
(Adaptada a partir do projeto de arte de Lisa Shoemaker.)




