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O que é (e o que nao é) DNA recombinante?

Molécula de DNA (nova — inexistente na natureza) gerada pela
juncao de duas ou mais moléculas de DNA de fontes
(e geralmente organismos) diferentes

“Re-combinar” no sentido de combinar moléculas de uma maneira diferente

* Diferente de recombinacao homadloga, que é uma via de reparo de DNA

O gue é Clonagem?
Processo que gera copias idénticas de algo:

* DNA (clonagem molecular — essa disciplina!l)
* células (isolamento ou selecao de uma célula com dada caracteristica)

e organismos (Dolly!)



Photo from the Nobel Photo from the Nobel Photo from the Nobel
Foundation archive. Foundation archive. Foundation archive.

Paul Berg Walter Gilbert Frederick Sanger

Prize share: 1/2 Prize share: 1/4 Prize share: 1/4

The Nobel Prize in Chemistry 1980 was divided,
one half awarded to Paul Berg "for his fundamental
studies of the biochemistry of nucleic acids, with
particular regard to recombinant-DNA", the other
half jointly to Walter Gilbert and Frederick Sanger
"for their contributions concerning the
determination of base sequences in nucleic acids"



Mas porque foi (e ainda é!) tao importante?

Pesquisa basica: Biotecnologia:

- Identificar genes (triagem) - Insulina e horménio do crescimento

- Estudar funcao de genes e/ ou do RNA - Transgénicos e engenharia genética
ou proteina que codificam - Uso forense e teste de paternidade

Expressar proteinas para ensaios bioquimicos - e
Determinar estrutura da proteina
Sequenciamento

Clinica:

- Diagnostico de microrganismos

- Diagnostico de doencas genéticas
- Terapia génica



Como “re-combinar” DNA?

- Uma forma de cortar DNA para gerar um inserto
- Uma forma de ligar esse inserto em outro DNA
- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nove molécula gerada
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Como cortar?

- Reacgao quimica? Mas como faria para obter especificidade?

- Enzimal Mas que caracteristica essa enzima precisa ter?

- Clivar DNA
- De maneira seletiva e especifica para uma certa sequéncia



ENDOnuclease, EXOnuclease e fosfatase




ENDOnuclease, e Fosfatase




Como cortar?

- Reac¢ao quimica? Mas como faria para obter especificidade?

- Enzimal Mas que caracteristica essa enzima precisa ter?

- Clivar DNA
- De maneira seletiva e especifica para uma certa sequéncia
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(exemplos de proteinas que ligam sequéncias especificas de DNA, nenhuma dessas é uma enzima de restri¢3o) Garvie and Wohlberger, Mol Cell (2021)



Mas onde podemos encontrar uma enzima que faca isso?




Bacteridfagos sao virus que infectam bactérias

E. coli outer membrane

As bactérias tém “sistemas imunes” primitivos para se defender desses virus

Um desses sistema sdo metilases e endonucleases de RESTRICAO (que restringem o virus)

*Qutro sistema desse tipo se chama CRISPR/Cas, mas essa histdria fica para outro dia

Virus DNA ——

Em 1960, Stuart Linn and Werner Arber isolaram da cepa RY-13 de Escherichia coli o primeiro conjunto de
metilase e endonuclease desse sistema de restricao.

- Metilase EcoRI reconhece e metila GAATTC do genoma da bactéria (metilacdo é na adenina sublinhada)
- Endonuclease EcoRlI cliva GAATTC, mas so se nao estiver metilado

- Resultado: cliva genoma do invasor, mas nao da bactéria
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PAUSA PARA APRECIAR A IMPORTANCIA DA CIENCIA BASICA



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem

EcoRl = Escherichia coli, cepa RY13, enzima 1

EcoRV = Escherichia coli, cepa RY13, enzima 5

BamHI = Bacillus amyloliquefaciens, cepa H, enzima 1
Hindlll = Haemophilus influenzae, cepa Rd, enzima 3



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem
2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb),
mas diferentes para cada enzima

EcoRl =2 5" GAATTC 3’
EcoRV =2 5" GATATC 3’
BamHI| 2 5" GGATCC 3’
Hindlll 2 5'AAGCTT 3°

As enzimas mais comumente utilizadas reconhecem um sitio com 6pb



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem

2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb),
mas diferentes para cada enzima

3. Geralmente reconhecem sequéncias palinddmicas

OVO
A BOLA DA LOBA
SOCORRAM-ME SUBI NO ONIBUS EM MARROCOS

5" GAATTC 3’ 5" GATATC 3° 5" AAGCTT 3°
NN LT NN

3" CTTAAG 5° 3" CTATAG 5’ 3" TTCGAAS’



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem
2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb),

mas diferentes para cada enzima
3. Geralmente reconhecem sequéncias palindrémicas
4. Podem clivar em posicoes variadas (mas simétricas) da sequéncia alvo

5 GAATTC.. 3 5  CTGCAG. %
3. CTTAAG .. 3.. GACGTC...5

85
EcoRl 5. .  GATATC...3 Pstl
3. . CTATAG...5

EcoRV



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem
2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb) ,

mas diferentes para cada enzima
3. Geralmente reconhecem sequéncias palindrémicas

4. Podem clivar em posicoes variadas da sequéncia alvo
5. Geram produtos com extremidades distintas (coesivas 3°, coesivas 5" ou cegas)



5  GAATTC.. . 3
3... CTTAAG...5
EcoRl

gera extremidade COESIVA 5’

5 G AATTC 3’
| |

3" CTTAA G5



5 GATATC.. . 3
3...CTATAG...5

EcoRV

gera extremidade CEGA

5 GAT ATC3
|1 |1
3°CTA TAGYS



5  CTGCAG.. %
3..GACGTC...5

Pstl

gera extremidade COESIVA 3°

5" CTGCA G3’
| |

3° G ACGTC 5’



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem

2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb),

mas diferentes para cada enzima

3. Geralmente reconhecem sequéncias palindrémicas

4. Podem clivar em posicoes variadas da sequéncia alvo

5. Geram produtos com extremidades distintas (coesivas 3" ou 5" ou cegas)

6. Enzimas diferentes podem reconhecer a mesma sequéncia (isoesquisomeros)

5 .. CCCGGG...3 5  CCCGGG... 3
3..GGGCCC...5 3 ..GGGCCC...5

Xmal Smal



Caracteristicas das Endonucleases de Restricao

1. O nome deriva da bactéria de origem

2. Clivam as duas fitas de DNA em sequéncias especificas (4-20pb),

mas diferentes para cada enzima

3. Geralmente reconhecem sequéncias palindrémicas

4. Podem clivar em posicoes variadas da sequéncia alvo

5. Geram produtos com extremidades distintas (coesivas 3" ou 5" ou cegas)

6. Enzimas diferentes podem reconhecer a mesma sequéncia (isoesquisomeros)

7. Enzimas diferentes podem gerar a mesma extremidade coesiva (isocaudémeros)

5 CCCGGG.. 3 5 .. AlCCGGT.. %
3...GGGCCC...5 3. TGGCCA...5

Xmal Agel



5..GAAGAC(N), . .3
3...CTTCTG(N),...5

Bbsl
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Em biologia SEMPRE ha excecdes

5 . TAGGGATAACAGGGTAAT... 3’
3. ATCCCTATTGTCCCATTA. .. 5’

[-Scel
(da levedura Saccharomyces cerevisiae)
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Como “re-combinar” DNA?

. Enzimas de
- Uma forma de cortar DNA para gerar um mserto

- Uma forma de ligar esse inserto em outro DNA

- Uma sequéncia de DNA “receptora” adequada

- Uma maneira de fazer copias (clones) da nova molécula gerada



O que essa sequéncia de DNA receptora do nosso inserto precisa ter?

Ser transferivel para dentro de uma célula

Ser estavel dentro de uma célula

Ser copiada pela maquinaria celular

Possibilidade de selecionar as células que contém o DNA de interesse

Outros elementos especificos do experimento que se deseja realizar
- promotor

- tags
- sequéncias para uso em outro organismo (shuttle vectors)



O que essa sequéncia de DNA receptora do nosso inserto precisa ter?

Ser transferivel para dentro de uma célula

Ser estavel dentro de uma célula

Ser copiada pela maquinaria celular

Possibilidade de selecionar as células que contém o DNA de interesse

Outros elementos especificos do experimento que se deseja realizar
- promotor

- tags
- sequéncias para uso em outro organismo (shuttle vectors)



Tipos de vetores

Plasmideos — DNA circular extracromossomal — diversas copias por célula, geralmente até ~20kb, mas podem
ser maiores

Fagos — virus que infectam bactérias — muitas cdpias por célula — limite ~50kb (~5kb de inserto)
Cosmideos — vetores hibridos — plasmideos com sitios para empacotamento pelo fago lambda (precisam ser
empacotados em particulas de fago lambda para entrar na célula, mas nao produzem fago) — limite ~50kb

(~45kb de inserto!)

Cromossomos artificiais (BACs, YACs) — bacteriano é circular, de levedura é linear — carregam de 100kb a 1Mb

Vetores virais — plasmideos contendo sequéncias necessarias para seu empacotamento em particulas de virus
qgue infectam células de eucariotos (podem ser lentivirus, adenovirus ou retrovirus)



O que essa sequéncia de DNA receptora do nosso inserto precisa ter?

Ser transferivel para dentro de uma célula

Ser estavel dentro de uma célula

Ser copiada pela maquinaria celular

Possibilidade de selecionar as células que contém o DNA de interesse

Outros elementos especificos do experimento que se deseja realizar
- promotor

- tags
- sequéncias para uso em outro organismo (shuttle vectors)
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O que essa sequéncia de DNA receptora do nosso inserto precisa ter?

Ser transferivel para dentro de uma célula

Ser estavel dentro de uma célula

Ser copiada pela maquinaria celular

Possibilidade de selecionar as células que contém o DNA de interesse

Outros elementos especificos do experimento que se deseja realizar
- promotor

- tags
- sequéncias para uso em outro organismo (shuttle vectors)
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O que essa sequéncia de DNA receptora do nosso inserto precisa ter?

Ser transferivel para dentro de uma célula

Ser estavel dentro de uma célula

Ser copiada pela maquinaria celular

Possibilidade de selecionar as células que contém o DNA de interesse

Outros elementos especificos do experimento que se deseja realizar
- promotor

- tags
- sequéncias para uso em outro organismo (shuttle vectors)



