Vetores de Clonagem vs Vetores de Expressao
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Objetivo?

Elementos

Clonagem

obter/fazer copias do DNA de interesse

- Gene de resisténcia
- Origem de replicacao
- Sitio de clonagem*

*|localizado de maneira a ser selecionavel?

Expressao

Expressar RNA/proteina codificada pelo gene
de interesse em uma célula

- Gene de resisténcia

- Origem de replicacao

- Sitio de clonagem

-  Promotores, enhancers, iniciadores
de transcricao, iniciadores de traducao,
sequéncias terminadoras, etc.

- Tags
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Selecao azul/branco com X-gal

Codificado por LacZ
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Quais colonias vocé escolheria?

Isso funciona em qualquer linhagem de E.coli?




Selecao com ccdB
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CcdB codifica uma proteina que mata células de bactéria (é um inibidor de DNA girase)
Sobrevivem e formam col6nias somente as células que receberam um vetor em que ccdB estd interrompido/ausente
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Vetores de expressao
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CMV- citomegalovirus enhancer

SV40 - Simian virus 40

HSV — herpes simplex virus /

TK — thymidine kinase '

Antigeno T- proteina do SV40
(normalmente ausente nas células)

promotor

terminador —4
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4731 bp

Origem replicagcao mamifero
(necessita antigeno T)

/
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Terminador transcricao

Gene resisténcia a G418 (Neo - mamifero)
/Kanamicina (bactéria)

Promotor hibrido mamifero/bactéria



Tipos de tags

Para purificacdo por afinidade ou para deteccdo com anticorpos especificos:

FLAG (artificial; 8 aminoacidos = DYKDDDDK) - anticorpos especificos

Myc (proteina c-myc humana; 10 aminoacidos = EQKLISEEDL) = anticorpos especificos

HA (hemaglutinina do virus influenza; 9 aminoacidos = YPYDVPDYA) = anticorpos especificos
V5 (simian virus 5; 14 aminoacidos = GKPIPNPLLGLDST) = anticorpos especificos

Strep-tag (artificial, 8 aminoacidos = WSHPQFEK) - liga streptactina (uma proteina derivada da streptavidina)
GST (proteina de 211 aminoacidos) = liga glutationa (um peptideo de trés aminoacidos)

6x HIS (artificial, 6 aminoacidos = HHHHHH) = liga niquel ou cobalto

Proteina A (proteina de S. aureus de 42kDa) - liga 1gG

Calmodulin binding peptide (CBP) (peptideo 26aa de miosina humana) = liga calmodulina (uma proteina)
MBP (maltose binding protein de E. coli de 42 kDa) > liga maltose

Para clivagem por proteases:
TEV (tobacco etch virus) protease, Trombina, Fator Xa



Tags fluorescentes

GFP (proteina verde fluorescente de 28kDa, originalmente de dgua-viva) = microscopia e/ou anticorpos especificos
Diversas variantes com fluorescéncia em comprimentos de onda diferentes

The 2004 palette of nonoligomerizing fluorescent proteins

GFP-derived mRFP1-derived Evolved by St
Exc. 380 sxaus2 488 516 ssrsos 540 548 )5 596 605 590 nm
Em. 440 «rss0s 509 529 symez 553 562 581 585 596 610 620 625 636 648 nm

=
s |
|
o |

(BULND) ddA
eueUegW
abueiOw

Auaydw
|edeinw
Aueqdseyw
Zadeiow

~
=
-
-
N
o
(o
=
@

mopAauopw
Auagmensw

Nathan Shaner et al (2004) Natwe Biotech. 22: 1567-1572
Lei Wang et al (2004) Proc. Nall, Acad. Sci. USA 101 16745-1674

https://www.youtube.com/watch?v=N97cgUqV0Cg



https://www.youtube.com/watch?v=N97cgUqV0Cg

