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Tecnologia do DNA
Recombinante?

O que é recombinacao?



Recombinac¢ao de DNA

A troca de fragmentos de DNA necessita de processos naturais
como:

* Sexo — barreira especifica (espécie)
* Conjugacao — troca de material genético em bactérias

'—
[

[ransducao — troca de material genético por fagos (virus

e Transferencia horizontal

* 1970s — DNA Recombinante — rompeu barreiras de espécies



Tecnologia do DNA Recombinante

* Ligar 2 ou + fragmentos de DNA, gerando molécula capaz de
replicacao autébnoma em hospedeiro

* Permite identificar, isolar e multiplicar genes ou sequencias de
qualquer organismo

* Também denominada popularmente de “engenharia genética”
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Tecnologia do DNA Recombinante

Base das técnicas de DNA recombinante
* enzimas que modificam acidos nucleicos

* sintese, degradacao, ligacao ou remocao de partes dos acidos nucleicos
de forma direcionada

Enzimas

* Enzimas de restricao - corte
* Ligases - ligacao

* DNA Polimerases - sintese

* Quinases e fosfatases - modificacao de terminacgdes (alteracao de PO,))
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Tecnologia do DNA Recombinante

Como fazer um DNA recombinante?

Organismo de interesse (genes)

1

Extracao do DNA total (ou RNA..)

!

Clivagem do DNA genomico ou PCR

!

Clonagem dos fragmentos em vetores

!

Armazenamento dos vetores em hospedeiros



Atores no DNA Recombinante

Enzimas: enzimas de restri¢ao
DNA ligase
Vetores: plasmideos

fagos (virus de bactérias)
cosmideos

cromossomos artificiais (YAC, BAC)

Hospedeiros: Escherichia coli
leveduras
células animais
células vegetais
células de insetos,..




PRECISA ISOLAR, CLONAR O DNA, MAS
COMO?

Clonagem dependentg Clonagem independente de

células (PCR)

de células



Historico

Como chegamos até a tecnologia do
DNA Recombinante?



Historico

* 1864: Gregor Mendel e as ervilhas

* 1869: Johann Friedrich Miescher — nucleina — rica em tosforo

* 1910: Thomas Hunt Morgan — genes em cromossomos - Drosophila
* 1929: Phoebus Levene — definiu composicao de nucleotideos

* 1928: Frederick Griffith — definiu “principio transformante” em
Streptococcus pnenmontae e camundongos

* 1944: Oswald Avery — definiu principio transformante como DNA!
* 1952: Hershey & Chase — definiu que virus possuem DNA
* 1953: Watson & Crick — estrutura do DNA...

http:/ /www.dnaftb.org/15/animation.html http:/ /www.dnaftb.org/17/ http:/ /www.dnaftb.org/18/
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1944 - Oswald Avery, Collin MacLeod & MacLyn McCarthy

a. A atividade de transformacgio das células S niao é destruida pelo calor

b. A atividade de transformagao das células S nao é destruida por proteases ou RNases

c. A atividade de transformacao das células S ¢ destruida por DNases

PRINCIPIO TRANSFORMANTE -> DNA



1961: Francgois Jacob e Jacques Monod estudaram o processo de sintese de proteinas em
células de bactérias e descobriram que o principal responsavel por essa sintese é o DNA
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1972: Paul Berg realizou a primeira experiencia bem sucedida onde foram ligadas
duas cadeias genéticas diferentes: uma cadeia de DNA do fago A junto ao operon
da galactose de Escherichia colz, inserindo-os no DINA do virus SV40

Recombinant DMNA Molecule

Jackson DA Symons R H & Berg, P. Biochemical method forinserting new genstic
infomatoninto DNA of samian vinus 40 Circular SV40 DNA molecules contain
lambda phage genes and the galactose operon of Eschernchia coli Proc Nal Aca

Sc U 8 29042900 (October 1972)



1973: Stanley Cohen & Herbert Boyer demonstraram a viabilidade da

técnica do DNA recombinante

Proc. Nat. Acad. Sci. USA
Vol. 70, No. 11, pp. 3240-3244, November 1973

Construction of Biologically Functional Bacterial Plasmids In Vitro

(R factor/restriction enzyme/transformation/endonuclease/antibiotic resistance)

STANLEY N. COHEN*, ANNIE C. Y. CHANG*, HERBERT W. BOYER}, AND ROBERT B. HELLINGY

* Department of Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford, California 94305; and t Department of Microbiology,

University of California at San Francisco, San Francisco, Calif. 94122

Communicaied by Norman Davidson, July 18, 1973

ABSTRACT  The construction of new plasmid DNA
species by in vitro joining of restriction endonuclease-
generated fragments of separate plasmids is described.
Newly constructed plasmids that are inserted into Esch-
erichia coli by transformation are shown to be bio-
logically functional replicons that possess genetic pro-
perties and nucleotide base sequences from both of the
parent DNA molecules. Functional plasmids can be ob-
tained bv reassociation of endonuclease-gzenerated frag-

EcoRI-generated fragments have been inserted into appro-
priately-treated E. coli by transformation (7) and have been
shown to form biologically functional replicons that possess
genetic properties and nucleotide base sequences of both
parent DNA species.

MATERIALS AND METHODS
E. coli strain W1485 containing the RSF1010 plasmid, which

http://www.dnaftb.org/34/animation.html
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1973: Cohen & Boyer

* Organismos vivos podem ser portadores de genes de outros organismos.

* Enzimas que clivam e reconstituem fragmentos de DNA que contém tais
genes.

* Moléculas de DNA de um organismo isoladas e manipuladas para
insercao no DNA de outro organismo.



Atores no DNA Recombinante

Enzimas: enzimas de restri¢ao
DNA ligase
Vetores: plasmideos

fagos (virus de bactérias)
cosmideos

cromossomos artificiais (YAC, BAC)

Hospedeiros: Escherichia coli
leveduras
células animais
células vegetais
células de insetos,..




Construcao de DNA Recombinante

Molécula de DNA de Molécula de DNA de um plasmideo

um plasmideo circular linear com extremidades coesivas
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Enzimas de Restricao

* Endonucleases de restricao
* Bacteri6tagos - > virus que infectam bactérias
* 1950s - tagos infectam cepas especiticas

* certos fagos “restritos” a certas cepas (Luria)

* 1962 - endonuclease clivam DNA nao protegido

* DNA nao protegido degradado por endonuclease restringindo
infeccao

* 1968 - purificacao 1* endonuclease de restricao
* 1970 - purificacao e caracterizacao Hzn dII

* corte mesmo sitios - mapa de restricao Simian 1 irus 40 (SV40)
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Enzimas de Restri¢do: Sistemas de Restricao/Modificagio

Metilase

-~
- : 5 IGAATTCI ] 3
DNA nao metilado 31 ICTTAAGI | 5
Enzimade
restricao S <
EcoRlI ““‘“*\ —
\_.ﬂ EcoRl ndo cliva
// DNA metilado
DNA metilado 3! IGAATTC! 1 3’
3’1 I CTTAAG! ] 5




Caracteristicas de Enzimas de Restri¢ao

* Enzimas de restricao sao endonucleases;
* Enzimas pp. de bactérias

* Diferentes linhagens de bactérias expressam enzimas de
restricao

* O nome da enzima ¢ derivado do nome da linhagem e
espécie bacteriana em que foi isolada

* Cortam (hidrolisam) DNA em fragmentos definidos e
reproduziveis

* Ferramenta basica em clonagem de genes.



Tipos de Enzimas
de Restricao

Cuts made at variable positions
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All cuts at the same position

Tipos de Terminacao

(&) Blunt and sticky ends
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Enzimas de Restri¢ao

Proteinas que reconhecem e clivam o DNA em pontos especificos,

geralmente em sequencias de 4, 6 e 8 bases - palindrémicas

\)
EcoRI: 5 .TAGACTGAATTCAAGTC... 3
3 wATCTGAICTTAAGTTCAG... 5

)

l
HindIII: 5 ...CAGGATAAGCTTATGC... 3

3 . ..GTCCTATTCGAATACG... 5
IT\




Nomenclatura

As enzimas de restricao sao chamadas de acordo com a bactéria que
a produziu

Exemplo: EcoR 1
Ordem de
descoberta

Genero

Espécie Estirpe

Escherichia co/; RY 13 1° enzima a ser
descoberta nesta
bactéria



Enzimas de Restri¢ao

EcRI1

Enzimas de restricao



http://www.dnai.org/index.htm

Existem intimeras

enzimas de restricao

Microrganismo Enzima Sequéncia Alvo
¥
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Serratic Marcescens Ryl B B + B C cC ¢




Banco de dados sobre enzimas de restri¢ao
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Tipos de Cortes

Moléculas com extremidades cegas

t
v

...G . AATTC. . .

Moléculas com extremidades coesivas



E assim se recombina DNA...

Enzima da Rasfriedo
Aciio da EeoR1

A enzima corta as duas
fitaz do DA, R0 mesmno sitio. *
SlsRjURURL
Elululals
\ O fragmento de DA /
pode ze ligar a0 outro

com portas adesivas.

,
adesiva
C
TT
G

Paorta

Ports adesiva

|
SOOI 237,87

DA recambinste

Mas como ele ¢ mantido e multiplicado???



Vetores de clonagem

Um vetor de clonagem ¢ uma molécula acessoria de DNA
com capacidade de autoreplicacio em um hospedeiro, e
que ira conter o fragmento de DNA alvo

Tipos de vetores para clonagem podem ser usados, dependendo do
tamanho do inserto:

Plasmideo - 0,1 a 10 Kb

Ex: pBR322; pUC; pGEM; pBluescript; pET
Fago lambda - ~0,1 a 20 Kb
Cosmideo - ~35 a 50 kb

Cromossomos artificiais de bactérias e leveduras - fragmentos

maiores (BAC - ~100 Kpb e YAC — 2 Mpb)



Plasmideos como vetores de clonagem

Cromossomo plasmideos

Divisao celular

plasmideos

Cromossomo

v’ ocorrem naturalmente em algumas bactérias

v’ sio moléculas de DNA dupla fita e circular

v/ muitas vezes carregam genes para resisténcia a antibioticos

v’ replicacio independente da replicacio cromossdémica (apresentam uma origem

de replicacao independente)



EcoRl  Hindlll pBR3 29

1° plasmideo -1977
Bolivar et al. 1977
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Vetores: principais caracteristicas

Cial '/ / * Origem de replicagao
EcoRI Hindlll / l
EcoRV . . ~
BamHl / Permite a autoreplicacao,
0 independente do cromossomo
Sphl
~ a Sall
Pvul 2 ~ . A .
A /G/ﬁ * Genes de selegdo (resisténcia a
Pstl
& S
< antibioticos
\ Xmalll Il )
’ Nrul . .
Permite que a célula hospedeira
cresca em melo seletivo
3

*  Multiplos sitios de clonagem

—_ 2 l
< 9
s

Permite a insercao de DNA exo6geno
com flexibilidade de escolha das

enzimas
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Vetores de Clonagem

Poli-linker (sitio multiplo de clonagem - MCS)

Banll Aval
Ecl136l0 Xmal Sbf1
Smal | Xbal | Pst]
agtgaattCOAGC TCOGTACCCGGGATCCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCT TGGegtaatcatggtcat
EcoRI Kpnl BamHI Sall Sphl
Apol Acch5] Hindl
Accl
BspMl

-AlaLeuSerAsnSerSerProValArgProAspGluLeuThr5erArgCysAlaHisLeuSerProThrlleMetThr
26 1



EcoRI

DNA de interesse

EcoRI

Plasmideo

DNA ligase

Extremidades coesivas

Ligacgao

DNA recombinante



Eletroforese

Cuba de eletroforese

Solucaotampdo Fragmento de DNA Gel de agarose
/o /
eletrodo b eletrodo

= @

eletrodo eletrodo

= O

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



Fragmentos de DNA
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DNA Genomico ¢ diferente
Milhares ou bilhées de pares de bases...

—
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Cortando genoma humano
com 3.000.000.000 pb

com EwRI, quantos fragmentos

Figura 1 - Amostros de DNA total, extraidas de fragmentos de leiomiomas uterings
embebickos em parafing e submetidas o eletroforese em gel de agarose o 2%
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Capitulo 11 — Manipulando o gene /Técnicas de Biologia Molecular (paginas
197 a 241) . Menck, C.EM.; Van Sluys, M.A. Genética Molecular Basica: dos genes
aos genomas. Editora Guanabara Koogan, 2017.

Capitulo 5 - Técnicas de Genética Molecular (paginas 171-222). Lodish et al.
Biologia Celular e Molecular. 7o Edi¢ao. Editora Artmed, 2014.



