Clonagem Molecular

DNA Cloning

; _ Restriction Enzyme

-

)

Vector DNA recombinante E-ﬂc:;te-:'ia

Transformation Amplification

Bianca Zingales

zingales@iq.usp.br



Clonagem Molecular

Clonagem Génica

Tecnologia do DNA recombinante

"Engenharia Genética”



O que é um clone?

E um conjunto de "organismos/células”
geneticamente idénticas que sdo todas
descendentes de um “organismo/célula”
ancestral.



Clones humanos

Conjunto de individuos que possuem as mesmas caracteristicas
genéticas




Clonagem génica

Processo que tem por objetivo a geragdo de
copias idénticas de um gene ou de partes de
um gene

Finalidade:
Pesquisa
Biotecnologia



Clones de um gene

Chromosome

Copias idénticas do mesmo gene



Informagoes

PCR € usada para amplificar genes de interesse.

PCR ndo ¢ usada para obter genes em larga escala
para fins Biotecnologicos.

v’ Custo
v Rendimento

Neste caso, usa-se a Clonagem Génica

Vantagens - Maior rendimento
- Menor custo
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Premissa para a Clonagem Génica

O Codigo Genético é Universal

OO0O-0O0-=-0>0~->

R

A sequéncia de um gene de UM organismo ¢é "lida"
corretamente por QUALQUER outro organismo (bactérias,
leveduras, ovelhas, homem, plantas, etc.)

“lida”= replicada, transcrita, traduzida



Universalidade

Gene de bactéria transferido em elefante vai dar proteina de
bactéria

A maquinaria do elefante replica o gene, transcreve em
MRNA e traduz em proteina da bactéria



Resumo do processo para clonagem de um gene

Etapas




Bacteria

Amplification

Transformation



Ferramentas para a Clonagem Génica

» Enzimas de Restricdo
» DNA ligase

» Vetores de clonagem



Enzimas usadas na clonagem génica

Enzimas de Restrigdo DNA ligases
Cortam DNAs Ligam DNAs



Enzimas de Restrigdo

Produzidas por bactérias e arqueas™

Caracteristicas T
- Endonucleases SGHTHT|[AMAMCES
» Cortam DNA de dupla fita e CHMAMA|[TH TGRS
* Cortam o DNA em ambas as fitas cuT
» Clivam a ligagdo fosfodiéster entre dois —
nucleotideos 5 ™G tA b A T T CR3
* Reconhecem sequéncias Palindrémicas s JCWTHTHAM A] ke
- Estdo a venda cuT

Ha centenas de Enzimas de restricdo diferentes

*Arqueas - organismos procariontes



Clivagem da ligagdo fosfodiéster entre dois nucleotideos

NH2

N
%, Adenine
5’end gj:,.)

ligacoes fosfodiester
entre as hidroxilas 5’ e 3’

da desoxiribose






Clivagem da ligagdo fosfodiéster ocorre em
ambas as fitas do DNA

A Hpal
s GMTHT][AMAMCry  soqGHTHT|OH P-AMAMCE®

y{CHAMA|[THTHGRs  socCHAMA]-P OH-THTHGPS

CuT

EcoRlI EcoRlI
5'-{GtAHAHTHTHC]-3' 5MGFOH P-[AMAM T T mCHa
s [CHTHTHAMA] ks s {CHTHTHAHA-P OH{Gks

CuUuT




Enzimas de Restricdo
Reconhecem sequéncias Palindromicas

Palindromos

0)'/0,
a bola da loba

socorram-me subi no onibus em Marrocos

anotaram a data da maratona




Sequéncias Palindromicas

Leitura nas fitas complementares do DNA

)
5 ..TAGACTGAATTCAAGTC... 3
3 ..ATCTGACTTAAGTTCAG... 5

T

1
5" IIICAGGA%AAGCTTATGCIII 3‘!

3 «GTCCT, TTCGATATACG... 5

>-ACC RIS SCA-3

3 TGGCTTAAGCGT-5

Presentes em todos os DNA multiplas vezes



Nomenclatura das Enzimas de Restrigdo

Tomam seu nome a partir do género e espécie do organismo
do qual foram isoladas (bactérias e arqueas )

EcoRI - Escherichia coli (linhagem RI)
HaeIIl - Haemophilus aegyptius

BamHT - Bacillus amyloliqguefaciens

PspGI - Pyrococcus sp.




Cada Enzima de Restrigdo reconhece uma sequéncia palindromica especifica

Enzimas Origem Sequéncia de restrigao
BamHI Bacillus amyloliguefaciens 'g'g '#ig_g g
EcoRl Escherichia coli 'E'#'JT”‘:J l _g

4 s A-AGC-T-T-
Hindlll Haemophilus influenzae TIT.C.GAA.
Kpnl Klebsiella pneumoniae 'E'g 'l‘#‘ g_g %
: : i LT GLAG-

Pstl Frovidencia stuarti GACGT.C.
GAGL-TLC-

Sacl Streptomyces achromogenes CI.C.GAG.
LG TLGAC-

Sall Streptomyces albus AT E

: LLL-HH606-

Emal Serratia marcescens G.G.G.LC.LCC.
HGLATGLC-

Sphl Slreptomyces phaeochromogenes CGTACG.
Xbal Xanthomonas badri -T1-C-T-A-G-A-

A-G-A-T-C-T-



Tipos de corte das Enzimas de Restrigdo

Geragdo de “"extremidades cegas” (Blunt ends)
Y

5’ m 3’ SFWDH w 3"
|
L P T C G L G

|
C C
SmEE A weee amn & are Emm kEm v
Gcﬂc::lc“ll ¢ g c ¢
¥ J”hu & 3'% OH -HHHUL 5’

Geragdo de "extremidades coesivas” (Sticky ends)

Y

swmﬁw ¥ 5'W-:::H w ¥’
AAGLCTT A AGET T
T. F €6 B B T E A A

3f 54' 3!' .._ GH 5’

Hindlll

Notar as extremidades 5'-P e 3'-OH das fitas de DNA
Notar nucleotideos ndo pareados



DNA dupla fita

V
S I AGGTTATCCGATCAAGAAGCTTACA.... .... .... 3
3........ TCCAATAGGCTAGTTCTTCGAATGT.... .... .... .. 5

A

Separagdo dos DOIS fragmentos DUPLA FITA

.......... AGGTTATCCGATCA AGAAGCTTACA....3
........ TCCAATAGGCTAGTTCTTCGA ATGT.... &



Grande parte das ER origina extremidades coesivas

Enzimas Origem Sequéncia de restricao  Extremidade
BamHIi Bacillus amyloliguefaciens :E:g:#j_g_g: Sticky
EcoRI Escherichia coli ZEI?.‘TA_}T _‘1 _g Sticky
Hindil Haemophilus influenzae #?SG': }I _'1: Sticky

Kpnl Klebsiella pneumaoniae :E:gi:#_g_g: Sticky

Psti Providencia stuartii %_L%%@r% Sticky

Sacl Streptomyces achromogenas :Eﬁﬁ_‘éjﬁ: Sticky

Sall Strepfomyces albus :E:I_E_{é#_g: Sticky
Smal Serratia marcescens :E'_E‘_E‘%'{é'{é: Blunt —
Sphl Streptomyces phaeochromogenes :E_‘E:‘.f_‘if_gz Sticky

Xbal Xanthomonas badrii -T-C-T-A-G-A- Sticky

A-G-A-TC-T-



Estrutura das enzimas de restricdo - Diméricas

http://www.iq.usp.br/bayardo/softwares/proteina/advanced/cap3/tarefas3.html

Sequéncia de DNA Sequéncia’d.e
ndo e&becifica DNA especifica

..:_'l

et
.

Ndo “encaixa” “encaixa”
Fnl":h. ; :‘_:' '--."'Ju.l' )
h‘-‘-’%ﬁ‘ . A3 S o
R ] - ] @ :

:f- I.nh A L7 -]|_-|-_ =,
HY Fin G

Ton necessdrio: Mg?* ou Ca®* ou Mn?*




Por que as enzimas de restrigdo ndo
hidrolisam o DNA da bactéria que as
produz?

R: As enzimas de restri¢do representam
um sistema de defesa da bactéria

Como?



CADA bactéria produtora da Enzima de restrigdo produz
também uma DNA metilase que metila todos os sitios de
restrigdo reconhecidos por esta Enzima no DNA da Bactéria

E. coli RI - EcoRI e EcoRI metilase
E. coli RV - EcoRV e EcoRV metilase
B. amyloliguefaciens HI - BamHI e BamHI metilase

A sequéncia de DNA metilada NAO é hidrolisada pela
enzima de restricado.



Bases nitrogenadas metiladas

N N
7

2,

9

N O
H

N, methyl adenine  C; methyl cytosine N, methyl cytosine

!
N
H



Exemplo

Escherichia coli produz EcoRI e EcoRT metilase

EcoRI metilase H3C“NH
(Nﬁ 6-Metiladenina

N /

H N
l ] CHa
5 G T a5 GAATTG 3¢
3 s o_ IS s
T I'_!:Ha

EcoRI ndo corta no sitio de restrigdo metilado no genoma de E. coli



Fungdo das enzimas de restricdo na bactéria
Sistema de defesa

J/C: 1 Virus infecta bactéria
A=A

* Viral
A - DNA
2 *
<t EcoRV EcoRV
.ﬁ methylase

Bacterial genome
esta metilado

EcoRV hidrolisa o DNA do virus que ndo esta metilado



Mapa de Restrigdo

(exercicio)

Definigdo: Esquema de uma molécula de DNA dupla fita
com a indicagdo dos locais de corte reconhecidos por
Enzimas de Restricdo

0 1 35 5 8 10 Kb

EcoRI BamHI EcoRI BamHI

Sitios para as enzimas de restrigdo

Nota: Kb estd para Kpb; fambém kb e kpb



Exercicio

Um DNA linear (de dupla fita) de 10 kb foi incubado com as enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI .

Determinar o tamanho dos fragmentos gerados por digestdo com:
(a) EcoRI; (b) BamHI e (c) mistura de EcoRI + BamHTI.

0 1 35 5 8 10 kb

EcoRI BamHI EcoRI BamHI

Sitios para as enzimas de restrigdo

EcoRI: 1kb; 4kb, bkb.

BamHI: 3,5kb; 4,5kb, 2kb.

Eco RI + BamHTI: 1kb; 2 ,5kb; 15kb; 3kb; 2kb.




Exercicio
Transformar o DNA linear de 10 kb (dupla fita) em DNA circular

Determinar o famanho dos fragmentos gerados por digestdo com: (a)
EcoRI; (b) BamHI e (c) mistura de EcoRI + BamHLI.

»Ligagdo covalente

100 kb

1 kb

EcoRI



DNA ligase

Liga fragmentos de DNA dupla fita

do mesmo organismo ou de organismos diferentes

Nota: Se ligar DNAs de organismos diferentes gera-se
um DNA recombinante



]
DNA ligase

Moléculas de DNA dupla fita de organismos diferentes

Ambos os DNAs foram digeridos com a mesma enzima de
restrigdo. Geram-se extremidades coesivas "complementares”

Sticky End

a7 P PEX XXX

Sticky End

iLigatinn ODNA ligase

DNA recombinante

Notar que a sequéncia reconhecida pela Enzima de restrigdo foi reconstituida



DNA ligase

@tﬁ

|
DNA 5trand—3’-|- g I|3 O—5"—DNA strand

-0
DNA Ligase
e ATP (or NAD") ———sr AMIP
T
DNA strand —3’—O—I|:‘—O—5’— DNA strand
-0

i | [ |
N—

MNew 3" - 5 phosphodiester bend

Ligagdo de cada fita dos DNAs

Ligagdo de extremidades coesivas ou de extremidades cegas



Ferramentas para Clonagem Génica

v Enzimas de Restricdo
v DNA ligase

> Vetores de clonagem - "carregam” DNA



Vetores de clonagem

Trés elementos bdsicos devem estar presentes
em qualquer vetor de clonagem

- Uma Origem de Replicagdo (ORI)

- Um Marcador de Selegdo (geralmente confere
resisténcia a antibidtico)

- Sitios para Enzimas de Restrigdo




Vetores de clonagem

Plasmideo Bacterium

P

DNA da bactéria
\ Plasmideo

» Plasmideo: Elemento de DNA dupla fita (~1 a 100 kb)

> Replica-se na célula hospedeira

» Usa toda a maquinaria da célula hospedeira para sua replicagdo
(DNA polimerase, etc.)

» Ha plasmideos especificos para bactérias e para células eucaridticas
(fungos, células animais e vegetais)

Nota: Plasmideo ndo tem capsideo como ocorre nos virus



Plasmideo

DNA dupla fita circular
Contém sequéncias e genes especificos

Elemento 1: ORI = Origem de replicagdo.

Sequéncia reconhecida pela DNA polimerase do hospedeiro (bactéria, animal,
vegetal, etc.).

Local onde se inicia a replicagdo do DNA do plasmideo.

Essencial para a duplicagdo do plasmideo

ORT

N




Plasmideos bacterianos

DNA plasmidial

DNA bacteriano

Multiplicagdo

Plasmideo replica-se na bactéria
sem necessidade de o DNA
bacteriano replicar-se

Usa a maquinaria de replica¢do bacteriana



Plasmideos como Vetores para Clonagem

Plasmideos naturais foram “"engenheirados” por bidlogos

moleculares para tornar-se vetores de clonagem

* Vetores podem ser estocados sem perder suas caracteristicas.

* Vetores de clonagem sdo vendidos por Companhias especializadas.




Elemento 2
Gene marcador de selecdo (confere resisténcia a antibidtico)
ORI

Fungdo: verificar se o vetor (plasmideo) foi introduzido na célula
hospedeira

Em geral usa-se um gene cujo produto confere resisténcia a um antibidtico

O mais comum € o gene cujo produto confere resisténcia a Ampicilina -
anotado como AmpR



2. Gene marcador AmpR
AmpR = Resistente a Ampicilina

Antibidtico Ampicilina
“mata” bactéria

O gene AmpR codifica a enzima beta-lactamase que rompe o anel p
lact@mico da Ampicilina, inativando-a

Quando o plasmideo € introduzido na bactéria, a bactéria que
"morria” em presenga de Ampicilina passa a ser resistente ao
antibidtico e se multiplica

Aula Pratica



Elemento 2. Gene marcador de selec¢do
Fungdo: Identificar as bactérias portadoras do plasmideo

+ Ampicilina I > Bactéria morre

+ Ampicilina I > Bactéria vive

Na Aula Prdtica usaremos um vetor que tem como marcador de
selecdo a resisténcia ao antibidtico Canamicina (Kan®R )



Elemento 3. Sitios para Enzimas de Restrigdo

Regido MCS - Multiple Cloning Site

ORT

MCS

Fungdo: Permite intfroduzir o DNA exdgeno



Elemento 3. Regido MCS - Multiple Cloning Site
Segmento de DNA do vetor que contém sequéncias reconhecidas
por diferentes enzimas de restri¢cdo (Multiple Cloning Site).

Permitem escolher qual enzima de restrigdo usar para clonar o
gene de interesse

Sitios criados por sintese quimica (uma fita de DNA e a fita
complementar)

Como no caso dos primers da PCR



Exemplo de uma Regido MCS - Multiple Cloning Site

Segmento de DNA dupla fita com sequéncia definida para 10
enzimas de restricdo

Sac I Stucr [ Abal Pst 1 Hind IIT
atg att acg aat teg age Teg gta C0C ggg gat ccfCfa gag teg acTTEC agg cat gea agce Mg gea cig goc

EcoRI Kpm I BamH I Sal I Spa I




Plasmideos contém outros genes

ORT

MCS

Fungdes Uteis para os pesquisadores



Exemplos de Plasmideos para
Clonagem

Nota: Sdo comprados



Plasmideo pUC19-207 (~2700 pb = ~ 2,7 kb)

Pfl108 11715  Bsal 1766

2. Gene de resisténcia a AMP
Xmnl 2294

1.0rigem de replicagdo r

— Tamanho do plasmideo

pUC19-207
~2700 bp

lacZ’

Ssp 12501

Afl 1l 806
promoter

Sap 1683 Nde 1183

454 | | | | |
Hind 1l Pst! Sall Xbal Bam HI

I
Kpnl

| 396
EcoR|

Not| Sac |

3. MCS



pBluescript KS (2958 pb)

Mapa de Restrigdo do Plasmidio

NgoMIV (132}
| [NanI (134}

Ji A BtgZI (232)
| / /  BsaAl (237)
(2845) ){mnI_\ [/ / /" _ pranr (a0

Psil (365
(2583) BsaHI. Pk L)

(2528) Seal. Eco53kI (655)
(2524) TatI. ™ Sacl (657)
SN | BtgI (861}

R I Aler (e83)

|| saclI (664)
||/ BstXI (865}

2. Gene de resisténcia
a ampicilina (AmpR)

/. spel (683)
/. BamHI (&
" TspMI - X
— Smal (69
pBluescript KS(-) — PstI (705
(2194) NmeAIII — 2958 bp

R . EcoRV (7
‘\\\ HindIII |

{2116) BpmI~__—

; | L Sall (734)
(2107) Bsal - | ' Acel (735)
_ZT {1\ Hinell (736)
(2046) AhdI

9 | | Apal (753)
% | AccBS5I (755)
. KpnI (755)

'BspQI - SapT (1037}

Tamanho do plasmideo

] “. AfIIL - Peil (1153)
NspI (1157)

(1569 AhwNI

1. Origem de replicagdo (ORI)

EcoRI (707)

3. MCS- Sitios
«» | UNICOS para
. | enzimas de restrigdo

mal (659
7)
)

15)
715)

|} ' AbsI - PaeR7I - PsplI - TIiI - XhoI (740}
||! EcoD109I - PspOMI (Pas)




Procedimentos para Clonagem Génica

Leitura recomendada

https://pt.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-
technology/dna-cloning-tutorial/a/overview-dna-cloning



Exemplo de um procedimento

Amplificar o gene de interesse por Digerir o DNA do plasmideo com
PCR e purificar o produto da reagdo a mesma enzima de restrigdo

Adicionar nas extremidades
sequéncias coesivas
reconhecidas por uma
Enzima de restricdo




Ligagdo do gene ao plasmideo

Ampicillin
resistance %"

Ampicillin :
resistance

DNA Ligase>

Extremidades coesivas

Plasmideo Recombinante

O plasmideo recombinante tem o famanho do vetor utilizado mais
o tamanho do gene inserido



Exemplo

=~ EcoRI

DAt be
inserted

EcoRlI
&

DM& is cut with
EcoR at arrows.

Ampicillin

resistance?
/

DMA recombination +
DA bgase

Plasmideo Recombinante

Notar que, no plasmideo recombinante, o gene exogeno esta flanqueado
pelas sequéncias reconhecidas pela EcoRI.



Introducdo do Plasmideo Recombinante em Bactéria

‘ Transformagdo da bactéria com o plasmideo

&4 - recombinante
- p o Gene
- v Aula pratica

Ha bactérias
sem
Plasmideo

Resultado: 0 Gene se multiplica na medida em que o plasmideo se
multiplica



Como eliminar bactérias sem plasmideo?

Como selecionar bactérias com plasmideo?

Bactéria sem
Plasmideo

Exercicio

Aula prdftica



Informagdo
Bactérias podem ser cultivadas em meio de cultura liquido

Ou
Em placas de Petri contendo agar e nutrientes

Aula pratica



Amplificagdo da bactéria com o plasmideo
recombinante

Bactérias com Amplificagdo das bactérias

plasmideo
recombinante

1 Colonia 1 aliquota

I \
Meio de cultura + AMP

Populagdo de bactérias com o plasmideo recombinante



Como purificar o plasmideo recombinante

1. Centrifugar as bactérias

2. Lise alcalina das bactérias

3. Separagdo do DNA da bactéria do
DNA do plasmideo recombinante.

Como retirar o gene de interesse do DNA do plasmideo?

Ampicillin
resistaV

R: Utilizar a Enzima de Restrigdo original

New DNA




Como separar o DNA do plasmideo do DNA do gene de
Interesse?

R: Em gel de agarose

kb

|-

Plasmideo

m N ek oo

I o
a

Gene )

0,7
05

0.25

0,15




Resumo

1. TIsolar DNA do organismo
2. Amplificar o gene de interesse por PCR (Par
de iniciadores!)

3. Andlise em gel de agarose

4. Purificar o Produto e adicionar sequéncias
coesivas

5. Cortar o plasmideo com enzima de restrigdo

6. Ligar com o produto da PCR




Resumo

7. Introduzir os plasmideos na bactéria

8. Selecionar bactérias com o vetor recombinante.

9. Amplificar a bactéria com o plasmideo recombinante
10. Purificar o plasmideo recombinante

11. Isolar o gene.




Organismos para amplificar o gene clonado no vetor

» Bactérias (mais usadas)
» Fungos
» Celulas animais

» Celulas vegetais

A escolha depende da finalidade

Cada sistema tem usar vetores especificos



O que investigar com o gene isolado?

-Sequéncia hucleotidica

* Investigar Mutagoes

* Definir Exons e Introns

» Elementos de controle da expressdo génica
» Comparagdo da sequéncia do gene em outros
organismos

- Obtencdo de organismos transgénicos
» Terapia génica
Etc. Etc. Efc.




