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Clonagem de DNA

Permite a producao de copias in vivo de um fragmento especifico de DNA

Algumas aplicacoes:

* Isolamento de genes de interesse para analises moleculares

* Determinacéo da sequéncia de bases de genes de interesse para inferir sobre a
sequéncia de aminoacidos ( sequenciamento de DNA)

» Expresséao heterdloga de proteinas de interesse farmacéutico ou biotecnoldgico

(ex. Insulina, fator de crescimento humano, proteinas virais para vacinas, etc.)



Tecnologia do DNA recombinante

DNA Cloning

: . Restriction Enzyme

o

Vector Bacteria

Transformation Amplification

para cortar DNA e juntar pedagos diferentes
de DNA necessita-se de enzimas



Enzimas de restricdo

endonucleases que digerem DNA de dupla fita em
sequéncias especificas (palindromos)

Socorram-me subi no onibus em MarrocoS

Anotaram a data da maratonA




corfe com pontfas cegas
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A nomenclatura é dada de acordo com a bactéria de origem

Escherichia coli  Thermus aquaticus
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Ha centenas de enzimas de restricdo diferentes
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Fitas duplas de DNA com extremidades
compativeis podem ser religadas

Hindll makes
blunt ends




Fitas duplas de DNA com extremidades
compativeis podem ser religadas

—/_) akes akes
y ends sticky ends
:

Enzimas que tem sitios de
reconhecimento iguais ou
distintos,

mas que geram
extremidades compativeis

complementary sticky ends

Joining of fragments with
using DNA ligase




Sitios de corte de enzimas de restricao em um plasmideo

Gene Bank number: X52329
pBluescript 11 KS(-) vector
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Clonagem de um gene em um plasmideo
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Ex. Clonagem do gene da preproinsulina (PPI)

Insulina: controle dos niveis de glicose no sangue, metabolismo
de acucares, proteinas e lipideos

C chain C chain
A chain

A chain A chain 5—8

COOH 4N JII-cooH
> 5
HN -cooH

Signal B chain B chain B chain

peptide
Preproinsulin Proinsulin Insulin

HaN

* Preproinsulina: 110 a.a

Peptideo sinal, cadeia A,Be C

* Proinsulina: remocao do peptideo sinal para localizagdo no]
Reticulo Endoplasmatico

* Insulina: 51 a.a.

clivagem enzimatica do peptideo C, formacéao de pontes

dissulfeto.



Digestéo do plasmideo com enzimas de restricao
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Clonagem do gene da preproinsulina (PPI)




Como obter o fragmento de DNA de interesse?

Amplificacao por PCR
3’ 5’

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI

PPI




Adicao de sitios de enzimas de restricado apropriados
para a ligacao utilizando PCR

O anelamento de algumas bases
na extremidade 3’ do primer é
suficiente para que a DNA
polimerase sintetize a fita

complementar

A extremidade 5’ € desenhada
para criar o sitio de lgacao da
enzima de restricdo que sera
usada para a clonagem do

fragmento

(a) EcoRl ) ceemarTe Design primers with 5
primer extensions encoding
Xhol 5'/GCCTCGAG] desired restriction
primer enzyme sites

\Initial step of PCR
(b)
5 \
& Gﬁc‘é‘
: TCce
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lSecond round of PCR
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< (R Y
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5 Gey ~ea5
T SAATy
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Further rounds of PCR
(d) ]
5'[GCGAATTC [CTCGAGGC]
[CGCTTAAG [GAGCTCCG|S'
Digest with EcoRl and Xhol
le)
5'[AATTC [C]
G [GAGCTI5'
Figure 6-1

Genes and Genomics: A Short Course (3e)
© 2007 W.H.Freeman and Company



ENZIMA DE RESTRICAO INSERTOS PURIFICADOS




Ligacao do vetor com inserto

* Fragmento de DNA (PPI) + vetor digerido com extremidades compativeis
* DNA ligase



Ligacao do vetor com inserto

RE-LIGACAO
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Apos ligacao do inserto o plasmidio se encontra
novamente circularizado
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COMO FAZER COPIAS DESTE PLASMIDEO RECOMBINANTE?
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COMO SEPARAR AS BACTERIAS QUE RECEBERAM O PLASMIDEO DAS
QUE NAO RECEBERAM? QUAIS RECEBERAM O
PLASMIDEO RECOMBINANTE?




Rota de
utilizacao da
lactose como
fonte de
carbono
pelas células

Lactose

Outside

Inside
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Ligacdo glicosidica 3 1-6



X-Gal: substrato analogo de lactose cuja hidrolise gera produto
Insoluvel com coloracao azul

HO
il
HO
H H
Galactosidase Br Q
+
H OH

A-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole  galactose

X-gal

{S-bromo-4-chlare-3-indolyl-[i-D-galactopyranoside ) S
oxidation

Zl

insoluble klue 5, 5'-dibromo-4, 4"-dichloro-indigo
(5, 2'-dibromo-4, 4"-dichloro-1H, 1'H-{2, 2"biindalylide ne-3,3'-dione)

X-Gal: incolor
5,5’-dibromo-4-4’-dicloro indigo: azul






SELECAO COM AMPICILINA E X-GAL




SELECAO DAS COLONIAS

BRANCAS

INOCULO EM MEIO LIQUIDO
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Confirmacao da presenca do inserto de DNA correto

no clone selecionado
» Digestao com enzimas de restricao seguida de separacao em gel

por eletroforese
» sequenciamento de DNA

(a) . Load DNA in wells (c)
/Plpette / Agarose gel —
' Powerpack 9
4 23,130 —
Sy 9,416 —
i i 6,557 —
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Figure 4-1
Genes and Genomics: A Short Course (3e)
© 2007 W.H. Freeman and Company




Expressao recombinante de genes

@ proteinas recombinantes
@ produgdo de vacinas recombinantes
@ produtos de interesse farmacéutico

@ produtos de interesse industrial

@ bactérias

@ |leveduras

@ células eucarioticas em cultura
@ plantas

@ animais



Biologia sintética

« Campo interdisciplinar que combina principios da biologia, quimica, engenharia e ciéncia da
computacao

» Criacao de sistemas biologicos artificiais com funcdes desejadas ou a modificacao de
sistemas biologicos existentes para fins especificos.

Principais componentes envolvidos:

Manipulacdo de DNA: sintese de novas sequéncias de DNA ou a modificacao de sequencias
existentes. Técnicas de clonagem do DNA

Edicdo de Genomas: Tecnologias como CRISPR-Cas9 para edicéo precisa do DNA.
Adicao, exclusao ou substituicdo de sequéncias genéticas especificas no
genoma de um organismo.

Circuitos Genéticos: conhecimento de conjuntos de genes que interagem entre si para
desempenhar funcdes especificas. Por exemplo, componentes de uma
via metabdlica ou de sinalizacéao.

Engenharia Metabdlica: Modificacédo das vias metabdlicas das células para aumentar a
producao de substancias desejadas, como biocombustiveis, produtos
farmacéuticos ou outros produtos quimicos valiosos.

Bioinformatica: Analisar dados bioldgicos, projetar construcdes geneéticas e simular o
comportamento de sistemas biologicos projetados.




Biologia sintética

« Campo interdisciplinar que combina principios da biologia, quimica, engenharia e ciéncia da
computacao

» Criacao de sistemas biologicos artificiais com funcdes desejadas ou a modificacao de
sistemas biologicos existentes para fins especificos.

Principais componentes envolvidos:

Manipulacdo de DNA: sintese de novas sequéncias de DNA ou a modificacao de sequencias
existentes. Técnicas de clonagem do DNA

£
J®
CRISPR, CRISPRi
Edicdo de Genomas:
Tecnologias como CRISPR-Cas9 para edicéo precisa do DNA. Adicao, exclus&o ou substituicao
de sequéncias genéticas especificas no genoma de um organismo.

Circuitos Genéticos: conhecimento de conjuntos de genes que interagem entre si para
desempenhar funcdes especificas. Por exemplo, componentes de uma
via metabdlica ou de sinalizacéao.

Engenharia Metabdlica: Modificacédo das vias metabdlicas das células para aumentar a
producao de substancias desejadas, como biocombustiveis, produtos
farmacéuticos ou outros produtos quimicos valiosos.




2019
Marcos da Biologia Sintética Ful synthesis of £ cofl genom

Carbon fixation in engineered E. coli
Gene circuits with designed proteins
Synthetic production of cannabinoids

2018

CAR-T cells with logic control
Yeast with synthetically fused chromosomes
Self-organizing multicellular structures

2017

Synthesis of 5 more yeast chromosomes
CRISPR-based rapid diagnostics

2016
In vivo event recorders

Synthesis of a reduced mycoplasma genome|
Cello CAD for E. coli logic gates

2015
2014 E. coli dependent on synthetic amino acids
Biosynthesis of opioids from yeast
Bacteria that sense and record in the gut
Cell-free paper-based sensors and logic
E. coli engineered with 6 bases of DNA
Synthesis of a yeast chromosome
2013

Biosynthetic production of artemisinin
Genomically recoded E. coli

2012
DNA used for data storage

Refactored nitrogen fixation cluster
Whole cell simulation of a mycoplasma

2011

Phage-based continuous evolution
Bacterial growth in stripe patterns

2010

Synchronized bacterial oscillators

Synthetic mycoplasma genome Meng, F., Ellis, T. The second decade of synthetic
biology: 2010-2020. Nat Commun 11, 5174 (2020)




AplicacOes da biologia sintética

e desenvolvimento de novos medicamentos

» produtos secundarios do metabolismo e outros materiais de base biologica
para industria quimica

 biocombustiveis e solu¢des ecologicamente corretas
 Dbiosensores para monitoramento ambiental

e animais e plantas transgénicas com maior produtividade, resisténcia a
pragas e estresses ambientais (temperatura, agua, nutrientes)

Importancia de consideracdes éticas e de seguranca e implicacdes sociais
da manipulacédo de organismos vivos a nivel genético.



Producéo da droga antimaléaria artemisinina em microorganismos

Derivados de artemisinina, isolados da planta Artemisia annua possuem potente

atividade antimalaria, doenca causada pelo parasita Plasmodium falciparum
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Hale V, Keasling JD, Renninger N, et al. Microbially Derived Artemisinin: A Biotechnology Solution to the Global Problem of Access to
Affordable Antimalarial Drugs. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1717/

O metabolismo do
microorganismo (bactéria,
levedura) pode ser
“engenheirado” pela
clonagem de genes de que
codficam enzimas
necessarias para converter
acetil-CoA em acido
artemisinico, um precursor

da artemisinina



Biorefinarias de 32 geracao (3G)
Utilizam microorganismos como fabricas para converter fontes renovaveis de
energia e CO2 atmosférico em combustiveis e produtos quimicos.

Biomass Automobile
gasification exhaust
Carbon fixation 3G products
Landiill * Oxygen sensitivity « Ethanol
andil * ATP requirement * |sopropanol
gas 3G * Themodynamics * Butanol
feedstocks * Enzyme kinetics * Butyrate
 Carbon species * Caproic acid
* and so on * Fatty acids
* Farnesene
*and so on
Industrial Respiratory
exhaust emissions
Light Electricity
Energy capture Future directions
* Photoautotrophic * Closed-loop
synthesis process optimization
* Chemoautotrophic * Development of
Energy synthesis precise and
* Autotrophic robust models
electrosynthesis * Political support
* and so on and public concern
*and so on
Wind Metal mining

Fig. 2 | Key steps in 3G biorefineries. Overall, carbon fixation and energy capture are the two critical techniques for 3G biorefineries. CO, from various
sources can be captured and fixed through different mechanisms, using energy from light, chemicals and electricity. To date, a wide variety of 3G-based
products have been reported, with several commercial plants already running. However, public awareness and political support, including increased
research funding and carbon taxes, will be important for the further development of 3G biorefineries.

Liu, Z., Wang, K., Chen, Y., Tan, T., & Nielsen, J. (2020). Third-generation biorefineries as the means to produce fuels and
chemicals from CO2. Nature Catalysis, 3(3), 274-288. doi:10.1038/s41929-019-0421-5
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Liu, Z., Wang, K., Chen, Y., Tan, T., & Nielsen, J. (2020). Third-generation biorefineries as the means to produce fuels and
chemicals from CO2. Nature Catalysis, 3(3), 274-288. doi:10.1038/s41929-019-0421-5



Biosensores

(A) O modulo sensor (laranja) converte informag¢des ambientais em informacdes bioquimicas,
0 moédulo de processamento (cinza) realiza calculos usando informacdes bioquimicas e o
modulo de saida (azul) traduz as informacdes processadas em um sinal detectado.

(B) Um biossensor simples de uma entrada e uma saida ilustrado usando linguagem de

biologia sintética.

A
BIOSENSOR COMPONENTS

Envirqnmental_} Sensor _*Prc:ca-ssing_h Output _hDetgctable
signal module module module signal

B
 SENSOR MODULE : OQUTPUT MODULE r’ Promoter
: f : A FRibosome binding site
| v |::>Ecrding sequence
:> : O Origin of replication

Chassis T Terminator

Del Valle et al. (2021) Translating New Synthetic Biology Advances for Biosensing Into the Earth and Environmental Sciences. Front.
Microbiol. 11:618373. doi: 10.3389/fmich.2020.618373



Biosensores
Modulos disponiveis para deteccao de metais e outros parametros ambientais.

Analyte sensed

Metal ions

Environmental parameters

Mn(l)

Zn(ll

Ni(l)

Colll)

Cu(ll)

Cufi/l)
Fe(lll

Fe(ll)

As(lll)
Ha(ll)
cdln
Pbll)
Cr(vi)
O

Ho

Name

MntR Mn
yybP-ykoY
ZraSR
CoaR
SmtB
CzcSR
ZntR
NrsSR
RenR
CnrYXH
RenR
CnrYXH
CusSR
CueR
CsoR
BasSR
PmrAB
BgsSR
ArsR
MerR
CadC
CadC
CadC
PbrR
ChrB
FNR
ANR
FixJL
HoxJA
HupUv

Mechanism

TR
RS
TCS
TR
TR
TCS
TR
TCS
TR
TR
TR
TR
TCS
TR
TR
TCS
TCS
TCS
TR
TR
R

TR
TR
TR
TR

TR
TR
TCS
TCS
TCS

Mode of prior use

B. subtilis

Purified RNA, B. subtilis
E. coli
Synechocystis sp.
Cell-free

P putida

Cell-free
Synechocystis sp.
E. coli

R. eutropha

E. coli

R. eutropha

E. coli

P putida

Cell-free

E. coli

S. enterica

P aeruginosa

E. coli

Cell-free

E. coli

Cell-free

E. coli
Gram-negative bacteria
E. coli, O. tritici

E. coli

P, fluorescens

E. coli

R. eutropha

R. capsulatus

Application

N/A

N/A

Synthetic wastewater
Soil extract
Municipal water
Soil extract
Serum

Soil extract
N/A

Soil

N/A

Soil

N/A

N/A

Municipal water
N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

Soil extract
N/A

Soil extract

Tap water, Groundwater
River water
N/A

Soil

N/A

N/A

N/A
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Perspectiva de aplicacéo da biologia sintética na saude:
Circuito conceitual para uma bactéria terapéutica que coloniza um nicho no
microbioma humano e sintetiza/libera drogas apos detectar a presenca de uma

doenca

,,’ Disease Disease s
‘ marker 1, marker 2

A

A

Brophy, J., Voigt, C. Principles of genetic circuit design. Nat Methods 11, 508-520 (2014).
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