Tecnologia do DNA Recombinante
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Conjugacao

plasmideo DNA circular bactéria doadora (transmitindo
copia de um plasmideo)
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Transformacao

bactéria
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A _) fragmentos de DNA feumancass s
Fragmento ...  integra-se ao

DNA circular de DNA é DNA da bactéria.

incorporado
a célula...



Transducao

_~virus bacteriofago DNA viral
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DNA circular O DNA viral integra-se
da bactéria ao DNA da bacteéria.



The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

Werner Arber, Daniel Nathans, Hamilton O. Smith

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978
Nobel Prize Award Ceremony

Werner Arber

Daniel Nathans

Werner Arber Daniel Nathans Hamilton O. Smith

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
enzymes and their application to problems of molecular genetics".



Restriction-modification (R-M) systems as defense mechanisms.
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Kommireddy Vasu, and Valakunja Nagaraja
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2013
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\oy Preparo de um gel de agarose semissdlido com pogos para amostras de DNA.

Enchimento da forma salada
com agarose derretida,
com pente na posicBo.
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Gel de agarose

(vedando as extremidades da forma)
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o Retirada do pente e da fita
adesiva depois da solid ficagao
da agarose, colocagao do gel
na cuba de eletroforese

Ghy

© Aoicagio das
solugdes de DNA
nos poges de gel

Solughes de DNA 52
~ Eletrodo de
fio de platina
Gol do Tampdo

agarose

oy
@ Ligagio da fonte de alimentagso
e iniGio da eletroforese

-

By

© Retirada do gel da cuda,
coloragao com brameto
de etidio e fotografia
s0b luz UV

¥

-Fonte de energia

321
~L7 K
L5 K

Conegdade D P Srustd,



Amostras de DNA com
fragmentos de diferentes
tamanhos sao colocadas
em pogos em um gel

de agarose.

Uma corrente elétrica
passa pelo gel.




Término da

B migracao
Padroes de
tamanho
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/ Fragmentos grandes

\

EJ Todos os fragmentos de DNA

se deslocam para o polo
positivo, os fragmentos
pequenos migram mais
rapido que os maiores.
Apos a eletroforese, os
fragmentos de diferentes
tamanhos terdo migrado

~ diferentes distancias.

Fragmentos pequenos




— I3 Um corante especifico
——— para acidos nucleicos é
adicionado ao gel.

B 0Os fragmentos
de DNA aparecem
como bandas
no gel.
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Digestao Digestao

com Hindlll com Hlndlll

TTCG
l
Corte no esqueleto | combinar
de acacar-fosfato [ fragmentos
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Corte no esqueleto
de acucar-fosfato
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ﬂ As moléculas de DNA
cortadas com a mesma
enzima de restricdo tém
extremidades coesivas
complementares que
pareiam se os fragmentos
forem misturados.

Os cortes no esqueleto de
acucar-fosfato dos dois
fragmentos podem ser
selados pela DNA ligase.
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Plasmidio DNA exo6geno
ECcoRI
R '
- ETETTE
t t
O plasmidio e o DNA exégeno :

l sao cortados pela mesma enzima
de restricdo, neste caso EcoRl. l

DNA ligase

\j

Extremi- %

dades coesiVas R

complementares “ Os cortes nas ligacoes
ﬁh acucar-fosfato podem

g ser ligados pela DNA ligase.
l Quando misturadas, as
extremidades coesivas se

se associam, unindo o DNA
exoégeno e o plasmidio.
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(A) UNIAO DE DOIS FRAGMENTOS CORTADOS
PELA MESMA NUCLEASE DE RESTRICAO
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+ dNTPs

5 3
+
3’ 5’
- l,_
5’ 3’
3’ 5’

(B) UNIAO DE DOIS FRAGMENTOS CORTADOS POR
NUCLEASE DE RESTRICAO DIFERENTES



DNA plasmidial circular
de fita dupla
(vetor de clonagem)

-
CLIVAGEM COM
NUCLEASE DE
RESTRICAO

Fragmento de DNA
a ser clonado

v DNA recombinante

LIGACAO
COVALENTE
POR DNA-LIGASE




Vetor de clonagem plasmidial: pBR322

EcciRl

BamHI
/

Psti L)

( / Ampicillin Tetracycline
resistance resistance
(ampRr) (tetR)
pBR322
(4,361bp)

Sall

Origin of
replication

t
(ori) Pvull

Figure 9-3
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Pioneiro
Poucas copias/celula

Dois genes de
resisténcia a
antibidticos com sitios
de restricao para
clonagem



KB Primeiro, um vetor | Sitios de clivagem unicos

selecionavel

Segundo, ele deve carrear marcadores |

selecionaveis, tracos que possibilitam
que as células com o vetor sejam
selecionadas ou identificadas.

de clonagem da enzima de restricao
precisa conter N

‘ BamHI
uma origem de Pstl } Sall
replicacao \ ¥ ECoRl
reconhecidana P2
célula hospedeira
de modo que % ori - Hindlll
seja replicado (origem da -
junto com o replicacao) E} Terceiro, um
DNA que vetor de
o carreia. Marcador clonagem

precisa de um
sitio de clivagem
anico para

cada uma das
enzimas de
restricdo usadas.
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Before Pulse During E-field

Cell membrane

Introduce
genes/drugs

Electric field induces a

voltage across cell
membrane

After Pulse

Cell "heals" with
gene/drug inside

J-!.— pulse power supply
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— cuvelle

|— electrodes




ampr Sitios de restricao

g
, - _—~lacZ: parcial
=
Plasmidio intacto
(amp® lacZ+) DNA ﬂ

exogeno

Plasmidio recombinante
(@mpr lacZ)

O DNA exogeno € inserido Wf_ I
no gene lacZ parcial. J'




DNA PLASMIDIAL
RECOMBINANTE DE FITA
DUPLA INTRODUZIDO
EM UMA CELULA BACTERIANA

(:)Cj*@

Célula

bacteriana Cultura de células Varias copias do plasmideo
produz centenas de purificado isoladas a partir
milhdes de de células bacterianas rompidas

novas bactérias



As bactérias que sdo lacZ sao 1
transformadas pelo plasmidio. e

B

Bactérias

|
Plaquear no meio com
ampicilina e X-gal

?

ﬂ As bactérias com um
plasmidio original (ndo
recombinante) produzem
B-galactosidase, que
cliva X-gal e torna as
| coldnias azuis.

ﬂAs bactérias com um
plasmidio recombinante
nao sintetizam
B-galactosidase. Suas
colbnias permanecem
brancas.

Conclusdo: Uma coldnia branca
é composta por bactérias
B As bactérias sem um carreadoras de um plasmidio

[ plasmidio ndo crescerdo. | recombinante.

"
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Coldnias

de bactérias
na placa
mestre

™
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Um disco de
nitrocelulose ou
outra membrana é
colocado no topo
das coldnias
bacterianas.

Filtro de
nitrocelulose®y

.4

ﬂ Algumas células
de cada colénia
aderem ao filtro

. de nitrocelulose.

A sonda em excesso é retirada e a membrana
& coberta com um filme de raios X...

Sonda
marcada
com 32P
Filtro
da réplica “%;‘ g_g\
- W . ¥
O
—_— - ‘:":" ¥> {
[

As células sdo rompidas,
e seu DNA é desnaturado
e fixado ao filtro.

A
Uma sonda marcada |
hibridiza com qualquer
DNA complementar.

\
Membrana\l

Filme de raios X

f

...que detecta
a sonda.

] ﬂ Comparagao da
membrana com a placa

mestre revela quais
colonias tém o DNA
. de interesse.
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ROMPIMENTO DAS
CELULASE | .
Tecido PURIFICACAO '@l
(p. ex., cérebro) DO MRNA \ 4
5’ mMRNA 3’
AAAAAAA
HIBRIDIZA COM
INICIADOR POLI-T
51 3|
o
SINTETIZA UMA COPIA DE DNA TTTTTTT
ena | COMPLEMENTAR COM A 3 5
i TRANSCRIPTASE REVERSA -
M
- TTTTTTT
:
A DEGRADA RNA
COM RNAse H
5’ 3’
|D MRARAY
4 | TITTTTT
51
SINTETIZA UMA SEGUNDA FITA DE
¢DNA UTILIZANDO A DNA-POLIMERASE;
O FRAGMENTO DE RNA ATUA COMO INICIADOR
5! 3’
' N[ AT ATIX ARARARA
3 MMMMWTTTTTTT
5'

Copia de cDNA de fita dupla do mRNA original



PREPARACAO DA BIBLIOTECA GENOMICA

PREPARACAO DA BIBLIOTECA DE cDNA

DNA cromossdmico

—Gene A Gene B
i 0 oo CRCCLLLILN (]

\
DNA néo transcrito

—Gene A—

E Int
= l TRANSCRICAO l
E= =
Transcritos gy - = =
de RNAs =1 =
== =
SPLICING
DE RNA
"
=
mMRNAs  —— =
=]
E=a
x TRATAMENTO COM TRANSCRIPTASE
DIGESTAO COM NUCLEASES DE
RESTRICAO PARA PRODUZIR REVERSA E DNA-POLIMERASE PARA

FRAGMENTOS DE DNA

Fragmentos de DNA

CLONAGEM DE DNA

BIBLIOTECA GENOMICA DE DNA

PRODUZIR COPIAS DE cDNA
A PARTIR DE mRNAs

|
=
o=

u Fragmentos
de cDNA

=
| &
CLONAGEM DE DNA

BIBLIOTECA DE cDNA



DNA

cromossdmico

Isolamento do DNA

Isolamento do mRNA

\
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SEPARACAO DAS FITAS E
ADICAO DOS INICIADORES

v

Segmento de
DNA a ser clonado

<
>
1
AMPLIFICACAO POR PCR

t
-—
-— —
Clones -—
O —
—
(A) -—

'
T ——— Sequéncia de mRNA

— a ser clonada

I

ADICAO DO PRIMEIRO
INICIADOR, TRANSCRIPTASE
REVERSA E DESOXIRRIBONUCLEOSIDEOS
TRIFOSFATOS

o

NA

L

mRNA

SEPARACAO DAS FITAS E
ADICAO DO SEGUNDO INICIADOR

I

AMPLIFICACAO POR PCR COM
AMBOS INICIADORES PRESENTES

Clones
de cDNA

{1ily

(8



Particula de HIV rara no
plasma da pessoa infectada

Controle, utilizando
sangue de uma pessoa
nao infectada

I [

ELETROFORESE
EM GEL

L

Amostra de y,--" RNA
Sangue da {@} : —~> P ———— "
i so—%4, EXTRACAO TRANSCRICAO
pessoa infectada N g REVERSAE
{ AMPLIFICACAO
POR PCR DO
cDNA DE HIV
: _
i
- Plasma
REMOCAO DAS
CELULAS POR
CENTRIFUGACAO =




Os vetores de expressao tém sequéncias LSequenCIas Sitios de Sequeéncia

de Gperon que permitem que o DNA de inicio de restrigéo de término
transcricao

inserido seja transcrito e traduzido. \ & de transcricao
\(
Operador (O) ———

0
/ Sitio de
Sequéncias promotoras bacterianas (P) ———*% ligacao do
ribossomo

ﬂ Eles também incluem sequéncias 1 \

que regulam - ligam e desligam - o gene ——
desejado. {
Gene que codifica o repressor - | Marcador genético selecionavel
que se ligaa O e regula P orli (p. ex., resisténcia a antibiético)

Tipico vetor de expressao de E. coli



cloning cells expression cells do, but they

don’t have the don’t make T7 Pol until you
T7 Pol gene induce them /’:\
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GENE - = in a plasmid

.. RNA Polymerase
transcription 17 yqes its own PET \
one of these a vector \'
MRNA - - y*
ribosomes T7 promoter |,

)
) T7 uses the ’ T7 terminator
translation bacteria’s these
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GENETIC CODE

1978 e 2 HAWGE
i A HGENE Wlla
Insulina humana o [‘if‘f.l o [
recombinante € obtida pela WoIh -
Genentech '
1982

Primeiro produto
terapéutico obtido pela
tecnologia do DNA
recombinante a ser
comercializado (Genentech
licenciou a patente para Eli
Lilly Company).




Estratégia para obtencao de insulina recombinante: producao das
cadeias A e B separadamente

Seg mentos de Bacterial promoter
. \ B-gal B-gal
DNA das cadeias /""\ >
Ae B, obtidos ‘.‘, Insulin Insulin
por sintese bitg N\ ~Achain B chain
7 - m
quimica 3

l Transform into E. coli x

5 Culture cells
Genentech, 1978



Estratégia para obtencao de insulina recombinante: producao das
cadeias A e B separadamente

j Purify B-gal—insulin l bl

: - terminus
sion proteins of mature
B chain
ﬁ'ga'\:.-;_'::‘_\ s \::\‘
(._-—A chain B chain —__{ \ Met'|
l Treat with CNBr l iNBr clec(!:ves
- e peptide
Ee%cr’ides bond after
g Py PO 7+ .-~ methionine

Ny, P . T
A chain = Purify A and B chains ~ =~ B chain

1 Refold and oxidize cysteines

NH, "?‘T"" COOH

NH, \ COOH Active insulin
Disulfide bond



Biofarmacos recombinantes aprovados na decada de 1980

Humulin
Protropin

Roferon A

IntronA

Recombivax

Orthoclone
OKT3

Humatrope

Activase

Epogen

Produto

insulina
rh-GH

interferon alfa-2a

interferon alfa-2b
Vacina hepatite B

anticorpo monoclonal
murino contra CD3 de
células T

Somatropina

tissue plasminogen
activator

Hormone_like
erythropoietin

Hospedeiro

E.
E.

E.

coli
coli

coli

E. coli

S.

cerevisiae

Hybridoma cell
line

E.

coli

CHO

CHO

Adaptado de Microbial Cell Factories (2016)15:33

Indicacao Terapéutica

Diabetes

hGH deficiency
Hairy cell leukaemia

Cancer, genital warts and

hepatitis
Hepatitis B

Reversal of acute kidney
and transplant rejection

hGH deficiency

Acute myocardial infarction

Anaemia

Ano

1982
1985

1986

1986
1986

1986

1987
1987

1989



Table 4 Biosimilar products that had gained marketing authorization within the European Union and/or the United States by July 2018
Year (and region) approved Reference product

Product type

Biosimilar (trade name)

Drug (active ingredient) manufacturer

Somatropin-based

Human growth Omnitrope 2006 (EU) Genotropin Sandoz (Kundl, Austria)
DS b 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 (USs) 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 (EU) Neupogen Sicor
Withdrawn 2011
Biograstim 2008 (EU) 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 (USs) Neulasta Mylan (Zurich)
Follicle-stimulating hor based
Follicle-stimulating Ovaleap 2013 (EV) Gonal F Merckle Biotec (UIm, 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 (EU) Lantus Merck Sharp & Dohme (Elkton, VA, USA)
2017 (US), tentative
Semglee 2018 (EW) Lantus Biocon Nusajaya (Johor, Malaysia)
Insulin lispro—based Insulin lispro Sanofi 2017 (EU) Humalog Sanofi-Aventis (Frankfurt)




B-Lactoglobulin

promoter
Shwp ovum YFG product is secreted into milk
2SN DNA is injected —“
i & into pronucleus
.. &/ Ffochonah milk proteins
j Implant into foster mother
l Trangenic progeny are identified by PCR
Pure YFG preduct
Expression of YFG is
restricted to mammary tissue




