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O que € "DNA recombinante™?

* DNA artificialmente criado que combina sequéncias que
nao ocorrem juntas na natureza

* Aplicacoes em pesquisa e biotecnologicas
» clonagem molecular de genes

» superexpressao de proteinas
—Vacinas, insulina...

» organismos transgénicos/“sintéticos”
— Agricultura, animais para pesquisa, producao de drogas




O que € um clone?

* Organismo geneticamente idéntico a outro
» microrganismos que se multiplicam por divisao binaria
» plantas propagadas sem semente
» gémeos univitelinos
» ovelha Dolly e outros exemplos

* Clonagem de DNA

» criacao de copias idénticas de um dado DNA, isolado de um
organismo e replicado em outro (geralmente uma bactéria)




Como e feita a juncao de DNAs de origem distintas?

* Obtencao do DNA de interesse do organismo doador
» sequéncia codificadora
» sequéncias regulatorias
» outras sequéncias nao codificadoras

* ApOs isolamento do material genetico, podem ser
realizados
»>PCR
» fragmentacao aleatoria do DNA gendmico
» digestao com enzimas de restricao
» transcricao reversa de mRNA




Como ¢ feita a juncao de DNAs de
origem distintas?

« Obtencao do DNA

* Insercao em um vetor de clonagem
» geralmente um plasmideo

* Propagacao em E. coli
* Transferéncia para o organismo desejado
* Selecido dos organismos recombinantes




Ferramentas para clonagem “classica”

* Enzimas (endonucleases) de restricao
 DNA ligase
* Vetor de clonagem

» Eletroforese em gel de agarose
» vejam video no e-disciplinas (atividade pratica virtual)

» Células hospedeiras competentes para transformacao
» atividade pratica virtual




Enzimas (endonucleases) de Restricao

»Descoberta das enzimas de restricao

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

como barreiras contra infecgéo por ' o

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

bacteriofagos

Danie | Nathans

»Reconhecem uma sequéncia simetrica
especifica no DNA, clivando-o

. ~ ~ Werner Arber Daniel Nathans Hamilto. Smith
»Aplicacao na construcao de mapas

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978 was awarded jointly to Werner
Arber, Daniel Nathans and Hamilton O. Smith "for the discovery of restriction

g e n é tl COS e pOS te rl O rm e n te n a CI O n a g e m enzymes and their application to problems of molecular genetics".
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Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



@ Recombinant
vector

@ DNA is introduced
into the host cell.

@ Propagation (cloning)
produces many copies
of recombinant DNA.

Figure 9-1 part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Sistemas de restricao-modificacao

Defesa contra DNA exdgeno

Phage

/

Enzima de Metil-

restricao
transferase

Microbiology and Molecular Biology Reviews

Journals ASM.org | copyright © American Society for Microbiology. All Rights Reserved.



e R Enzimas de
CC*TAGG TTCGAA . ~
T T restricao
Clal (5')ATCG A'F(3’) Notl (5) GCJ/GGCCG Cc(3")
TI-}EGCTTA CGCCGGTCG

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 derived, sometimes followed by a strain designation and Roman numerals to distinguish different restriction endonucleases iso-
lated from the same bacterial species. Thus BamHl is the first (l) restriction endonuclease characterized from Bacillus amyloliquefaciens, strain H.

Table 9-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

 Reconhecem palindromos na sequéncia de DNA
» ex: GGATCC

» sequéncia idéntica nas duas fitas de DNA
* Clivam o DNA

» podem deixar pequenas regioes em fita simples, que sao usadas
para facilitar ligacao ao vetor de clonagem




Cleavage Recognition Cleavage
site sequences \ site

L

ch I :::GGTGAALI‘_T_ICAGCTTCGCATTAGCAGECTGTAGC - .

DN';‘\’“‘°’°“‘° ccalc TTAAfGTCGAAGCGTAATCGTCfGACATCG Se o) DNA de Ongem eo
B l"v"". | vetor forem digeridos
restriction restriction
endonuclease

endonuclease Com aS mesmas enZImaS

:::Ssils!?m. e e T R e de restricdo, as

ticky ends Blunt ends ] ]

(a) / (b) extremidades em fita
simples se pareiam

DNA

ligase . . ,
lasiid | Uma enzima ligase €
e adicionada para unir

EcoRl and Pvull

covalentemente as duas
moléculas

Figure 9-2ab
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company




Sitios de restricao podem ser inseridos por PCR
nas extremidades dos insertos

Start codon Regido codificadora Stop codon

o IR
Coding strand 5" ATG GCC ACA ACC ATG GTG ... GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TAA 7
loa-codlng strand 3' TAC OGG TGT TGG TAC CAC ... CCG TAC CTG CTC GAC ATG TTC ATT &

Complementary
nucleocides (18-30)
CCG TAC CTG CTC GAC ATG TTC ATING
%* ATG GCC ACA ACC ATG GTG ... GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TAA 3’ . o
Sitio de restricao

+'| Reverse primer

dp3' TAC CGG TGT TGG TAC CAC ..... CCG TAC CTG CTC GAC ATG TTC ATT S5’
e ATG GCC ACA ACC ATG CTII

Complementary
nucleotides (18-30)

https://link.springer.com/article/10.1186/1754-1611-9-2

[ ] [] Y 4 []
Y P rl m e rS S I n tetl COS Hoseini, S.S., Sauer, M.G. Molecular cloning using polymerase chain reaction, an

educational guide for cellular engineering. J Biol Eng 9, 2 (2015).
https://doi.org/10.1186/1754-1611-9-2



https://link.springer.com/article/10.1186/1754-1611-9-2

Vetor de clonagem
plasmidial: pUC18

« Sitio de clonagem multipla
« Alto numero de copias

» (Gene para resisténcia a antibiotico
(ampicilina)
» selecao
e Sequéncias reconhecidas por

Multiple cloning sites of pUC18 . " : -y
P Mo primers universails

(¥S0100) % Hindil Pael Sdal __Bvel _ ym Xbal
5/ G TAA BAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG A
3’ C ATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC T
LacZ «<— Val Val Ala Leu Ala Leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu

M13/pUC sequending primer (208, 17-mer

-  a-complementacdo do /acZ:

GG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT RAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3/

CC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA ARG GAC 5’ I A I" I b / 1
Pro A;,p Gly Pro FVaI Ser Se: Ser Asn Thr lle Met T;x: Met Se egao CO OnIaS rancas aZUIS

M13/pUC rmm;ewm:in: peimar {-26), 17-mer [#S0101)




Transformacao de E. coli

* E. coli nao € naturalmente competente:

competéncia induzida por
sais e chogue termico
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ApoOs transformacao, bactérias sao inoculadas em
meio com antibidtico apropriado

* Apenas as que receberam o
plasmideo crescem na presenca
de antibidtico

« Cada “ponto”(colonia) na placa
representa um clone, ou seja, sao
idénticos ao individuo que
recebeu o plasmideo, e depois se
dividiu muitas vezes

* Por que algumas col6nias sao azuis?



Colbnias azuis expressam B-galactosidase

. B-gala.c?tos.,ldase: B e
» codificada pelo gene lacZ
» quebra ligacao glicosidica do substrato X-gal

alactose

produto
azul

puC18/19

2686 bp




Quais colonias tém o gene de interesse clonado?
Brancas ou azuis?

Fragmento clonado
iInterrompe lacZ

colbnias brancas tém o inserto




Metodos mais atuais de clonagem independem
de enzimas de restricao e ligase

 Baseados em recombinacao

“ »0S sitios de recombinacao estao presentes em vetor e
I fragmento de interesse
— —sequéncias-alvo inseridas nos primers

—— » areacao € feita por uma recombinase
» vetores e kits comerciais

* Aproveitam os sistemas de reparo bacterianos




Exemplo:

A Linearize a vector Prepare the insert(s)

by restriction digestion with 215 bp homology
or inverse PCR to the vector ends by PCR
\
=i =] = &
Cloning vector =
Insert

\

Mix insert(s) with linearized vector

J

Treat T4 DNA polymerase at room temperature
for 2.5 min to generate 3’ overhangs

meétodo SLIC

* T4 DNA polmerase tem atividade
exonucleasica 3'2> &

» Origina fitas simples nas
extremidades dos fragmentos

* Fitas simples se pareiam

* Transformacao
» As bactérias se encarregam de

e — reparar os gaps
Cloning vector
Annealed complex A 4
5-—CAG-3' 5-GACCATGATTACGAATTGGATCCATGGCTCTC— ——=G0GAAT-3 5-GATCCGGGATATCCCACCTCCGATTCCGT--3'
3-—GTCGATACTGGTACTAATGCTTAACCTAG-5 3-CCGAGAG —CTTACAGCTCTAGGCCCTATAGGGTGGAGGC-S 3-GCA--5'
Incubate on ice for 10 min Inserto

Mix with competent E.coli and perform bacterial transformation

Jae-Yeon Jeong et al. Appl. Environ. Microbiol. 2012;
doi:10.1128/AEM.00844-12



Producao de proteinas
recombinantes

» Sistemas heterdlogos =
» bactérias (ex: E. coli) |
» leveduras (ex: S. cerevisae)
» células de inseto em cultura

» células de mamiferos em cultura (ex: celulas de ovario de
hamster chinés, CHO)

» plantas (ex: milho, tabaco, microalgas)
» animais

Organismos geneticamente modificados (OGM)




Para a expressao de uma proteina, a regiao
codificadora sem os introns deve ser clonada

o mRNA <~ 37
- — ———__~AAAAAAA
HYBRIDIZE WITH
POLY-T PRIMER
5’ 3’
T AMAAAAA
MAKE COMPLEMENTARYDNA 3/ ' ' "' ' &
mRNA { coPY WITH REVERSE TRANSCRIPTASE

5’ 3’
EEET

3’ TTTTTEY
5

TT :
<DNA | DEGRADE RNA
WITH RNase H
5’ 3’
DI BPUPDONL
3’ TTTTTTT
5'
SYNTHESIZE A SECOND cDNA STRAND
USING DNA POLYMERASE;
" RNA FRAGMENT ACTS AS PRIMER .

AAAAAAA
3 TTTTTT;

’

double-stranded cDNA copy of original mRNA



Vetor de expressao em bacterias

Sequéncias de
Promotor e Operador

bacteriano oo _
e caracteristicas que permitam

expressao controlada da proteina

Gene do repressor

que liga no Sitios de
operador e regula o / cIonagem
promotor *Crescimento da cultura e

posterior inducao da expressao

Sequéncia Sequéncia de

do sitio de terminacao de
ligagao ao transcricao oM & £ =
19agdo a0 S Métodos de purificacao

(RBS) * Bq Experimental

Origem de
replicacao do

plasmideo Gene para selecao

(ex: resisténcia a antibiodtico)




Sistemas de expressao de proteinas
recombinantes (alem de E.coli)

* Leveduras, celulas de animais em cultura, plantas

e Quando usar?

» proteina de interesse tém modificacao pos-traducao que
E. coli nao faz (ex: glicosilacao, dobramento por
chaperonas)

» proteina € toxica para E. coli
» proteina nao € obtida de forma ativa em E. coli




Exemplos de

farmacos produzidos

por tecnologia do

DNA recombinante

Biopharmaceutical benchmarks 2018

Gary Walsh

Monoclonal antibodies (mAbs) continue to reign supreme, although cellular and gene therapies are slowly starting to gather

momentum. Burgeoning growth in biosimilars may threaten future brand monopolies for mAbs and other biologics.

NATURE BIOTECHNOLOGY VOLUME 36 NUMBER 12

DECEMBER 2018

Table 4 Biosimilar products that had gained marketing authorization within the European Union and/or the United States by July 2018

Product type Biosimilar (trade name)  Year (and region) approved Reference product Drug (active ingredient) manufacturer
Somatropin-based
Human growth Omnitrope 2006 (EU) Genotropin Sandoz (Kundl, Austria)
hormone-based Valtropin 2006 (EU) Humatrope LG Life Sciences (Jeonbuk-do, Republic of Korea)
Withdrawn 2012
Epoetin-based
Epoetin-based Binocrit 2007 (EV) Eprex/Erypo Rentschler (Laupheim, Germany) & Lek (Menges, Slovenia)
Epoetin alfa hexal 2007 (EV) Eprex/Erypo Rentschler & Lek
Abseamed 2007 (EV) Eprex/Erypo Rentschler & Lek
Retacrit 2018 (US) Eprex/Erypo (EU) Norbitec (Uetersen, Germany)
2007 (EU) Epogen/Procrit (US)  Norbitec (Uetersen, Germany)
Silapo 2007 (EV) Eprex/Erypo Norbitec
Filgrastim-based
G-CSF-based Ratiograstim 2008 (EV) Neupogen Sicor (Vilnius, Lithuania)
Filgrastim ratiopharm 2008 (EV) Neupogen Sicor
Withdrawn 2011
Biograstim 2008 (EV) Neupogen Sicor
Withdrawn 2015
Tevagrastim 2008 (EV) Neupogen Sicor
Zarxio (US) 2015 (US) Neupogen Sandoz (Kundl, Austria)
Zarzio (EU) 2009 (EV)
Filgrastim hexal 2009 (EV) Neupogen Sandoz (Kundl, Austria)
Nivestym (US) 2018 (US) Neupogen Hospira (Pfizer) (Zagreb, Croatia)
Nivestim (EU) 2010 (EV)
Grastofil 2013 (EV) Neupogen Intas Biopharmaceuticals (Gujarat, India)
Accofil 2014 (EV) Neupogen Intas Biopharmaceuticals
Pegfilgrastim-based Fulphila 2018 (US) Neulasta Mylan (Zurich)
Follicle-stimulating hormone-based
Follicle-stimulating Ovaleap 2013 (EV) Gonal F Merckle Biotec (Ulm, Germany)
hormone-based Bemfola 2014 (EV) Gonal F Polymun Scientific Immunbiologische Forschung
(Klosterneuburg, Austria)
Insulin-based
Insulin glargine-based  Abasaglar 2014 (EV) Lantus Lilly del Caribe (Carolina, Puerto Rico, USA)
Eli Lilly (Indianapolis)
Lusduna 2017 (EVU) Lantus Merck Sharp & Dohme (Elkton, VA, USA)
2017 (US), tentative
Semglee 2018 (EV) Lantus Biocon Nusajaya (Johor, Malaysia)
Insulin lispro-based Insulin lispro Sanofi 2017 (EV) Humalog Sanofi-Aventis (Frankfurt)




Animais transgénicos tambem podem
produzir farmacos

anti-trombina

humana
B-Lactoglobulin ~_
promoter
Fertilized egg
DNA is injected

into pronucleus

Holding
pipette

Implant into foster mother

|

(1, [ \ \\ Expressao restrita ao
El\ E‘;‘.\én‘!'.fi\\\ tecido mamario

Ovelhas transgénicas:

Producao de proteinas
recombinantes no leite

anti-trombina
e .r,- humana obtida no
SO0 leite

.

| Purificacdo de proteinas

Anti-trombina pura

Contains 12 Sigle UsS

ﬁ:!:ﬁ)in @e)

1 ant) =
| (Recombinant_—=——
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Do DNA Recombinante para:

Engenharia Metabolica
Otimizacao da producao de
metabdlitos de interesse

» Inativacao de rotas competidoras

Super-expresséo de rotas
especificas

Exemplos de metabalitos:
 Antibioticos

- Acidos organicos

- Aminoacidos

- Etanol

Biologia Sintética
Reconstrucao da rota de
metabolitos de interesse e

sintese em um hospedeiro
heterdlogo

Exemplos
» Artemisina (anti-malarico)

» Propano-1, 3-diol wo™>"ox

» farneseno 7 |

Farnesene

HO

H

o}




Esquema da producao do acido artemisinico em E. coli

Genes de Saccharomyces cerevisiae e da planta Artemisia annua sao expressos na bacteria.

cm—
= MEValonate pathwa | Mevalonale pathee _
- (TOP) " (BOTTODM) y\ Synthase Hydroxyase Unit
”~ -~ — 7 v R A

== ~
Nk =
A;:tzl- ( Mevalonate R _,‘;f(;,“; m- FPP mkmotphadiene ,,450 J MeAr:;:lnlc
N\ ~ L
”’ el = -
Hi

\\ - - —
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. - sl
AT
PR
H,C’ “SCoA HO,C H

-
— -_/K:/_\I\/\)‘\\/\ opp >

—'Hoh

Ho M

/ Artemisinic

Acid

Jay D. Keasling @) Artemisinin
Synthetic biology and the development of tools for metabolic engineering

Metabolic Engineering, Volume 14, Issue 3, 2012, 189 - 195



Manipulacao genética de levedura para producao do
acido artemisinico

« Super-expressio de genes

« Substituicao de genes por versoes
heterdlogas mais eficientes

* Repressao de genes
« QOtimizacao de coédons
« Otimizacao da linhagem para producao

GLY:

mitochondrion

EtOH+—5— ACAL
ALD

ACS) industrial
AC CoA —+ACAR ACAR,M—’ AC-CoA .. - ..
« Otimizacao das condicdes de
EtOH MEV—»—v—ﬂPPH DMAPP fermentagao

|—1X

Artemisinice—— Amorphadiene +— FPP—=__
acid

——=_, Ergosterol

*\arios anos
*Muitas pessoas

I Paddon CJ, Westfall PJ, Pitera DJ, et al. High-level semi-synthetic production of the potent ot M u |tO $$$$

Artemisinic
acid

antimalarial artemisinin. Nature. 2013;496(7446):528-532. doi:10.1038/nature12051




Slides Extras




Enzimas de restricao sao endonucleases
que reconhecem sequéncias especificas

fosfatasee—-o

G
O A

A\ ~—oendonuclease:

cliva ligagao
fosfodiéster no interior
da fita de DNA

O H

nuclease o—-r "

G
O...&

“ exonuclease




Exemplo: proteina de interesse fusionada com
uma proteina verde fluorescente

Pc promoter

GFP Merge with FM4-64

CAP binding site
990)M 13 seq rv
. 5958)RBI014 NG
Mizrev 7 WA
(5935) ECORI
4 .. 5964)RBJ001

(597

(5014 .. 5067)RBJ012

(5043 .. 5073)RBJ013 — M13 seq fw(3515 .. 3537)

- RBJO09 (3537 .. 3583)

(4913 .. 4932)RBJ01 > 3
(4732 .. 4751)RBJ016 | o Mi3fw
‘\ | HindIII(3555)
(4312 .. 4342)RBJ010 | RBJ002 (3542 .. 3561)

(4318 .. 4347)RBJ011



No Brasil, o primeiro biossimilar aprovado foi o do principio ativo do
infliximabe, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em
junho de 2015. O medicamento auxilia no tratamento de doenc¢as como
artrite reumatoide, doenca de Crohn, colite ulcerativa, espondilite
anquilosante, artrite psoriatica e psoriase.

No ramo oncoldgico brasileiro, o primeiro biossimilar foi aprovado pela
Anvisa em dezembro de 2017. O medicamento, chamado
comercialmente de Zedora®, é indicado para o tratamento de cancer de
mama inicial e metastatico HER2 positivo e cancer gastrico HER2 positivo
e esta sendo comercializado pela Libbs.

Até 2020, dezenas de medicamentos bioldgicos terao suas patentes
expiradas, possibilitando a producdo de novos biossimilares.?*

https://www.biossimilaresbrasil.com.br/
https://youtu.be/y3YAqc39W S|



https://youtu.be/y3YAqc39W8I

