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Tecnologia de DNA Recombinante e
técnicas de estudo da expressdo génica

1- Purificagdo de DNA/RNA

2- Analise de DNA
Eletroforese Desnaturante/N&o desnaturante
Anélise de restrigdo
Marcagdo de sondas de DNA e Southern blot
Sequenciamento

3- Clonagem e Manipulagdo de DNA
Ferramentas de Clonagem: enzimas e vetores
Produgdo de DNA recombinante
Amplificagdo (PCR)
Construgdo e Screening de bibliotecas: - genémica
- de cDNA
Clonagem em £. colj, levedura, células animais e vegetais
Expressdo e Purificagdo de Proteinas Recombinantes

Purificacdo de DNA/RNA

Lise -> Desproteinizagdo - Precipitagao

* DNA
nuclear ou mitocondrial
bactéria, células animais ou vegetais
DNA de alto peso molecular
DNA plasmidial

RNA

nuclear, citoplasmatico ou RNA total

cuidadados para evitar degradagao
- tratamento da vidraria (DEPC, 180° /2hs)
- uso de inibidores de RNAses

Eletroforese de DNA/RNA

cocuoomwwwoquummmmmmwwdwww
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4- Estudos de expressdo génica: técnicas de analise e quantificagdo de RNA

Northern blot
RT-PCR e Real Time RT-PCR
Técnicas de estudo da regulagdo da expressdo génica
DNA footprinting
Band shift
Transfecgéo com gene reporter
Duplo-hibrido
CHIP (chromatin immunoprecipitation
Técnicas de estudo de expressdo génica em escala gendmica
DNA Microarray
Andlise de EST (expressed sequence tags)
SAGE (serial analysis of gene expression)

5- Estudos de genoma: técnica de sequenciamento, montagem e andlises

Purificagao de DNA/RNA

Purificagdo de DNA plasmidial pela técnica de Mini-prep
Centrifugagdo da cultura

Ressuspenso em Tamp&o

Gel de agarose 1%

Lise bacteriana em pH alcalino (com NaOH/SDS)
Neutralizagio do Lisado (com acetato de potassio)
Centrifugagdo e descarte do DNA cromossdmico

Extragdo com fenol ou cromatografia

Precipitagio do DNA Plasmidial no sobrenadante (etanol ou isopropanol)

Andlise e quantificacdo de DNA/RNA

. Gel de agarose: desnaturante
(> 100 pb) ndo desnaturante

. Gel de poliacrilamida: desnaturante
(< 1000 pb) ndo desnaturante

. Gel em campo pulsatil (PFGE, agarose)
(> 10 kb)

5040 30 20 10 5ng

Quantificagéo por espectrofotometria:
- DNA > 1 UAsyggom = ~50 pg/mL

- RNA > 1 UAygq0m = ~30 pg/mL




Analise de DNA de alto PM em PFGE Andlise eletroforética de DNA e Cromatina
) Perfil de eletroforese ap6s tratamento com DNAse

pastour - DNA purificado
2 3 Cromatina wt
m

Electric feld alternates 120° every 90
seconds for 18 to 24 hours at 14° C

Ana'Iise de RNA Sintese de DNA “in vitro”

- DNA polimerase de £. coli

q a Sequenciamento
3 tipos de RNA na célula: - = I
85% - rRNA (2.000 & 3000 nt) Marcagdo de sondas com 32P

12:;" :1:{!!{\‘3 A(1(3grinét\)/el) - Polimerases termo-resistentes (Taq polimerase, Pfu polimerases)
° Amplificagéo de fragmentos (PCR)
Construgdo de quimeras
Mutagénese sitio dirigida
Marcagdo de sondas com 32P
Sequenciamento

- Transcriptase Reversa
Produgdo de cDNA (RT-PCR)

-
s -
-
-
- =
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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Fatores que influenciam os resultados de PCR

Amplificacdo de DNA por PCR

Sistema de reagdo:
DNA molde (100 ng)
Iniciadores (5 uM)
dNTPs
Tampdo com MgCL,
Taq polimerase

v'Tamanho e composigéo dos primers
v'Temperatura de anelamento
v'Concentragdo do DNA molde

v'Concentragdo de MgCl,

Protocolo de amplificagdo:
Desnaturagdo: 95° C
25x { Anelamento: 500 C
Extensdo: 72° C
After 25 cycles, the farget sequence has

been amplified about 10° -fold.
(a)
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Analise de DNA/RNA por Southern/northern blot

’ % Chromosomal DNA
SET en., Suspect 1)

Cleave with restriction
endonucleases.

Marcacao de sondas

A- com DNA polimerase

DNA molde -
primers o
dNTPs Y

g Rediolabeled il o 32P dCTP

DNA probe

DNA fragments

Separate fragments by agarose
gel electrophoresis (unlabeled).

R O IO AN O
L O VI Y Y Y O B

B- com polinucleotideo cinase
fragmento defosforilado
¥ 32P ATP

Denature DNA, and Tncubate Exposex-ray
transfer to nylon with probe, o
membrane. then wash.

Analise de DNA por Southern blot: localizagdo de

Marcagao nao radioativa de sondas um gene no genoma

DIG (Digoxigenin)
We T Wt T we T

gL
- -

binding of ant-DI.
= aniibody conjugaes

Fp +'.°a’<.

corimatic deuction [/ Be
o or n i uith color
DG APand |
NBTIX phosphate DI —

AL R O L
LA VAC\RUAL Al AR
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GFP  paubulin
Probes
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Fatores que influenciam a hibridagao de

Analise de DNA por Southern blot: sondas de DNA:

identificacdo de suspeitos de um crime

v Tamanho e composigdo da sonda

VN Y

DO00000000000N0IONINNNNNIY

VN Y
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v Temperatura de hibridagdo
v Concentragéo da sonda

v Concentragdo de sal
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Clonagem de fragmentos de DNA

Ferramentas de clonagem
Enzimas: enzimas de restrigdo
DNA polimerases
DNA ligase/Topoisomerases
Fosfatases

Vetores: plasmidios
fagos
cosmideos
BACS/YACS

virus

Hospedeiros:  E. coli
levedura
células animais
células vegetais

Enzimas de Restricao

C\Eavzgel EcoRl

Sticky ends

& E— G, RATTC E—
3 E—CT T AR G — b

Produtos de digestdo com
Enzimas de Restricao

A Extremidades coesivas

T t‘ A... 5
H Extremidades abruptas (cegas)
.66 cee 37

...E B‘E

'3"3"
c'e

T

Restriction Enzyme
Action of EcoRI

T O OO O L A

LI LA

\
\

o ARl
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Clonagem de DNA

@ 1999 Randy Glasbergen. www.glasbergen.com

“Scientists have isolated the gene that
makes scientists want to isolate genes.”

Sitios de Reconhecimento de
Enzimas de Restricao

Enzyme Source Recognition site Average cleaved size;

Alul Arthrobacter luteus AGICT
TCIGA

GIGATC €
C CTAGIG

BamH| Bacilius amylofiquefacions H:

GLARTT &
C TTAAG

ECORI™ Bacherichia cobl R factor

Haelll Hemopiilus aegyptus GEIEE
CCIGE

RIAGCT T
T TCGATA

iRl Homaphthis iuflusnzas B

GOIGECTE 6C
CG COGGICG

oreadia otitidis-caviarum

©TEEAE
GrAZGT C

Providencia stuartii

Therrus aquaticus TICE A
A corr

Uso de enzimas de restricao
em analises de RFLP

Candidate BACS

-

g




(]

=
-
-
-
-
-
S
-
-
-
-
-
-
— f
=l
-
-
-
-
-
-
-
e -

PO00000I0NNN0NNNONINIIINIY

Vetores de clonagem
Vetores de Clonagem Bacterianos

« Plasmideos: circular, fragmentos até 10 kb

« Bacteritfagos: Linear, fragmentos até 20 kb

* Cosmideos: circular, fragmentos até 40 kb

* BACs (cromossomo artificial bacteriano): até 300 kb

de levedura:
* YACs: até 1 Mb
(cromossomo artificial de levedura)

Ampicillin Resistance
gene

de mamiferos:
PCDNA

Sitios multiplos de clonagen/

0O SITIO MULTIPLO DE CLONAGEM DO pBluescript

sup15080 Sap1 10 N

pBluescript Il KS (+/-)
phagenid vedor

A TeMT T

il 1 1

LS By B GRT

5 ETTaaTTes
e T

&4 e

TR 3 AT TR E

Ligagao de fragmentos de DNA obtidos por digestdo

com enzimas de restrigao

,-ECoR!

onatobe
oo
EcoRI
EcoRI” ). Clivagem do inserto clonado

On s cutwin no vetor com enzima de restrigdo

Econ at aow.

EcoRI7( S -+ EcoRI

cj Sticky ends / 1 2 M
DNA KEWM
DNAlgase

EER AR AN EERERRERRENN]

(]
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Vetores de clonagem: pUC

EeoQ109 26T SstR 17D
Aaill i/ | TR
!
\

p | /
Sapl 2 5 enel e /
P 2201 '
gl 2215 h i )

Seal AT e

puUC18/19
2086 hp

Al Asp L

EE03 1438,
Eam061 185

Vetores de clonagem

Bacteri6fagos
insertos até 20kb
Cosmidios

BACs e YACs: insertos até 1 Mb

2.YAC vector
Al

CEN

Ligacao de Produtos de PCR

Terminal deoxynucleotidyl
transferase of

thermostable polymerase
PCR product with :
A overhang

Treatment vith
polishing enzyme

Bunt-end
cloning

<4—— + Ligase




Insercdo de plasmideos em bactérias
Vetores de clonagem de Produtos de PCR

- @.@ l:?:::’:‘r:ﬁl cells donor s:f]ﬂ;yol!c 'F\Q
PCRIII-TOPO* ; Z33:3 @—E‘,‘.,"m".,“.ﬁ,‘,:'.‘“‘ (.}j‘ ®
. AN /
0080, ‘silatet, muctoar DA
0% 0 @
PCR'2.1-TOPO" Sioii: - - — g DA tronted
3 s SR }}. 25 i

Base pairing and joining by
Tigase to yield a mixture of
different combinations

5 main bacterial

pCR-TOPO" : s
3.9 kb y @) -rocombiant

plasmid

Selecao de clones recombinantes

Foreign DNA
region of nterest
gene for e
S hhiore —y Plasmid EcoRI
resistance
EcoRI

EcoRI

f\\ s et \

Hybridization
+DNA ligase

Métodos de introducdo de DNA nas células

Permeabilizagdo com CaCl, i ‘.‘6 .?
‘ ]
Precipitagdo do DNA . L ;

Eletroporagdo

thumhlnalll

DNA insertion
RS-
Bmma Bacteria platted on medium

-+ antibiotic

i

e —

Orly bacteria containing
recombinant DNA grow
Calture |
DNA
purification . &3
- O
(o34

Gene gun
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Selecdo de clones
recombinantes com X-Gal

Estratégias para aumentar a eficiéncia de clonagem
i
v Aumentar a relagdo inserto/vector

v Defosforilar o vector com fosfatase alcalina

v Utilizar vetores com topoisomerase covalentemente ligada

v Clivar o vetor e o inserto com duas enzimas de restrigdo
(clonagem unidirecional)
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Sequenciamento de DNA:
o método de Sanger

Frimr

na presenca de: ’ -
DNA polimerase e O sacoceract 3
e ; : oNA rots
dNTPs
ddNTPs

Polimerizagdo do DNA a ser sequenciado (molde) - @Ff

Tecc G
Reacton

@

[ Cloned soquenco,

[Nd e s
O O U
RS —
2 H H 3 nucleotides:

R
] ol analysis:
AT ansiog el et

B-®-B-oH, o sse @-B-B-00H, 0 bue
H o
dideaxynucleotide (GINTP) deaxynucleatide (4NTP)

The difference between the stopnucleatide dANTP and a
normal nuleotide ANTP

&
Smollest 1
fragments 0

Sequenciamento em capilar

Primer

L5 e

SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

—_— e 3 o @ o O
primer  polimerase © @ template o o

dNTPs F-ddNTPs
+

— 0000000000000

DNA polymerase,
four dNTPs,
four ddNTPs

el clelelclelclolololololololololele] - )
—

— 0000000000000 ®0
—
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Totalmente automatizado
(construgdo da biblioteca, amplificagéo dos
fragmentos, sequenciamento, montagem)

PicoTiter plate
(860 mil ou 1,6 millhGes de wells)

20 milhdes de bases/corrida
Programas =
“base calling” Programas O raorary repatation

“phred” = =

3hAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGCTTAATGTCATGATAATA ATG GTTTCT TAGACGTCAGGTG &

Lttt U

beadls doposited por well

Amplified SStDNA library beads Quality filtered bases

http://www.454.com




Construgao de bibliotecas de DNA

> bibliotecas gendmicas
> bibliotecas de cDNA

DNA mRNA
' '
Fragmentagdo Sl'ntese‘de cDNA
4
Insergdo em vetores Insergdo em vetores

Transformagéo Transformagéo

Bibliotecas de DNA

Gendmica

a partir de DNA gendmico
fragmentado de qualquer tecido

Frequéncia do clone
independe do nivel de expressdo

pode conter promotores
e introns

ndo pode ser usada para expressdo
Heterdloga em bactéria

Utilizada para sequenciamento de
genoma, mapeamento,

estudo de sequéncias
regulatorias, etc

de cDNA

a partir de transcrigdo reversa
de mRNA de um tecido especifico

frequéncia do clone depende da
expressdo do mRNA no tecido utilizado

ndo contem promotores ou introns

pode ser usada para expressdo
em bactéria se o vetor tiver promotor
e outros sinais adequados

utilizada para sequenciamento de
sequencias expressas (ESTs), estudos
de fungdo do gene, expressdo de
proteinas em bactérias

(]
(]

Construcao de bibliotecas genémicas

DNA
total

Construcao de bibliotecas de cDNA

A resevarsrse

§ORTRNRN A S mRNACDNA heteroduplex

.

CAAAAAARTITTTTS' Singlesiranded
DNA

| Fragmentagéo
enzimatica ou mecanica

Ligagio a

um vetor

OOO OOOOOOOO

!

Screening dos clones de interesse:
- com sondas de DNA
- com anticorpos Sequenciamento completo
s dos clones e montagem
O do genoma

@ ONA polymerase + 51 nuclease Screening

PV
B'AAAAAAATTTTTTS' cDNA- de Clones
Lt ovpnucencs e crtaning

@ ExoRl recognilon sequence ou analise
de ESTs

Ligagdo a um vetor
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Screening de bibliotecas

com sondas de DNA

Screening de bibliotecas

com anticorpos

transfer to membran

Master plate Nitrocellulose filter

I N \ /’\ace nitrocellulose filter on plate

|

1
Incubation with anti-IgG

expression binders
Antigen binders revealed with antitag Ab
Detection by fluorescence or luminescence
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Phages transferred to fi \te/




Screening de bibliotecas | = Usode BACs e YACS  '-Humanoma 2.YAG vector

i

pela atividade da proteina: f _pa_ra conStrUQ?O fje SR i

% - bibliotecas genémicas !

- atividade enzimatica = i :
- complementagdo de mutagdo com insertos de * | TEL,

sy |

I

I

I

|

CEN
3

EcoRl

(em bactéria ou leveduras) . grandes tamanhos Pt destin

Barmbl
EcoRI

Large chromosormal / +BamHI

fragments

o TEL ORI a_ Sebyends

(-] AT e
PUL9IDA PUL9IADI .

B i Re-:umbina!innY

-! CEN B TEL
- puLVD10 +DNA ligase

3. Yeast artificial chromosorme with inserted human DNA

T
B TEL

CEN
‘o 1000000 nuclechdes pais:

yeast cell
transformation

)
UL42DA  pUL42AD]

Extractad
environmental
ganomic DNA

Obtenggo de proteinas cromatografia de afinidade
recombinantes em £. coli

Vetor de
PBEX4T3 expressio
Thonkin PQE /PGEX/pMAL
Le Val Pro AgPy SerlPro Asn Ser Ay Val Asp Ser Ser Gy Ag ll Vol Tor Asp
6 GTT GCG GG 554 106,05 AAT T6C G mceg{mc@;a i G50 ATC GIG ACT GAC TG4 Ve .
B R gy ST T T £ P )

Lisedas . 7

%‘ b células 7 i

Construgdo de bibliotecas *__ -
de Metagenomas Ern

(IR X

Heterclogous
gsns spressin

v/Andlise da diversidade biol6gica

vIdentifcagdo de novos produtos T;gm;,/ el

Resina Coluna de Ni
Hi-HTA ‘.l l & glutationa

ou maltose

Lavagens

/I\

Eluigéo

= High-
throughput hroughput Sslsctions

a see
—
~ 7
H
=
Proteina pura
nativa desnaturada
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