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Definicao: Clonagem molecular

e Processo de construcao de moléculas de DNA
recombinante e da sua propagacao em hospedeiros
apropriados que possibilitam a selecao do DNA
recombinante.

o Expressoes utilizadas com o0 mesmo significado:
e clonagem molecular

e engenharia genética

e manipulacao génica

e clonagem génica

e tecnologia do DNA recombinante

e modificacao genética




Clonagem molecular

e Isolamento e propagacao de moléculas de DNA idénticas
e Origem do termo: cada colonia bacteriana € um clone

e Tecnologia do DNA recombinante

Producao de proteinas em larga escala

Construcao de bibliotecas gendmicas e de cDNA



Clonagem molecular

INSERTO VETOR
1. Ligagdo do|fragmento de DNA[em um plasmideo|-> DNA
recombinante

A 4

Vector DNA fragment ’
o G Lol GEID
2. Introdugao do DNA \

recombinante em uma ceélula
hospedeira compativel
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The two basic capabilities of molecular cloning. (A Through molecular
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IDN A sequence
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Etapas da clonagem molecular

Preparacao do DNA - vetor

Preparacao do DNA ou cDNA-> inserto

Ligacao do inserto no vetor

Selecao do sistema vetor/hospedeiro
Introducao de DNA recombinante no hospedeiro
Selecao de clones recombinantes

Identificacao de clones recombinantes



Preparagao do DNA veto

Preparacao de DNA: vetor

Digestdo com enzima(s) de restricao
Sistemas TA

1

Métodos de producao de fragmentos de DNA: inserto

Métodos de modificacao das extremidades do DNA

Digestao com enzimas de restricao

Digestao parcial com DNase |

Quebra mecanica controlada

Sintese enzimatica (cDNA, PCR)

Sintese quimica de oligodesoxirribonucledtidos

Preenchimento parcial de extremidades 3’
Preenchimento total de extremidades 3’
Remocao de extremidades 3’

Adicao de linkers

Adicao de adaptadores

Desfosforilacao

el




Preparacao do inserto

 Métodos de producao de fragmentos de DNA: inserto

Digestao com enzimas de restricao
Digestao parcial com DNAse

Quebra mecanica controlada

Sintese enzimatica (cDNA, PCR)
Sintese quimica de oligonucleotideos

- O que eu quero clonar?
- Pra que eu quero clonar?

Gene Especifico Genoma



Preparacao do vetor

Sistemas T-A

TA Cloning



Preparacao do vetor/ inserto

Enzimas de restricao

EcoRl
» Capacidade de clivar DNA em regioes {G‘AHA. THTHCh3

especificas
+ [EHTHTHANA ks

e Palindromicas

i i i Hindlll
s G THT|[AMAMCHS 54A\AHG'CHTHTP3
 (CHANAITHTHG ks 3{THTHCHGHAmA}5
54CHTHGHCHAmG}3

e 1973 - enzimas com extremidades ,
coesivas 3"10,|.AHCHGHTHC}-5'
' Pstl




Ligacao do inserto no vetor

Construcao do DNA recombinante

Restriction enzyme "cut back"
EcoRl

EcoRlI

| _r_J[:I:l__..< EcoRI’

EcoRI

blunt-end
 Clonagem ndo dirigida @

T/A )
A . .

. Restriction enzyme "cut back"
« Clonagem dirigida 4 EcoRI

(Duas enzimas) Xholl

EcoRlI




Preparacao do inserto/ vetor

« Métodos de modificacao das extremidades do DNA
* Preenchimento parcial de extremidades 3’

dATP
¥ oH 3 dGTP 5 AG OHY3
3’ TCGAp 5 - 3’ TCGAp ¥
Hind 111 Klenow
dCTP
5 OH 3 dTTP 5 CT o3
3’ GATCp 5 - 3’ GATCp 5
Xbal Klenow

A extremidade Hind 11l modificada é compativel com a extremidade Xbal modificada



Preparacao do inserto/ vetor

 Métodos de modificacao das extremidades do DNA
* Preenchimento total de extremidades 3’

dATP
5’ G ou3 dTTP 5’ GAATT ou3’
3’ CTTAAp 5 — 3 CTTAAp 5’

Klenow

dATP
dCTP
dGTP
5 A OH3 dTTP 5’ AAGCT oH 3’
3’ TITCGAp 5 — 3’ TTCGAp 5’

Klenow

As extremidades coesivas sao convertidas em extremidades cegas



Preparacao do inserto/ vetor

 Métodos de modificacao das extremidades do DNA
« Remocao de extremidades 3’

As enzimas utilizadas sao:
T4 DNA Polimerase
Polimerase Klenow

Nuclease S1

Nuclease mung bean

As extremidades coesivas sao convertidas em extremidades cegas

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

Klenow and ‘G-A-T-C

nucleotides

&2 VA




Preparacao do inserto/ vetor

« Métodos de modificacao das extremidades do DNA
« Adicao de linkers

"
Aatll GGACGTCC
CCTGCAGG
T
Linker fosforilado 5'-d (pGGACGTCC) -3’

Linker nao fosforilado 5’-d (GGACGTCC) -3’

As extremidades cegas sao convertidas em extremidades coesivas



Preparacao do inserto/ vetor

« Métodos de modificacao das extremidades do DNA
» Adicao de adaptadores

- Adaptador com extremidades coesivas:

Xmnl
5 ... AATTCGAACCCCTTCG................... 3’
R S GCTTGGGGAAGCCTAG....... 5
EcoRI BamHI

Uma extremidade coesiva € convertida numa extremidade coesiva diferente

- Adaptador com uma extremidade cega:

Xmnl
5 ....... AATTCGAACCCCTTCG....... 3’
R AU GCTTGGGGAAGC,.......... 5

EcoRI

Uma extremidade coesiva é convertida em extremidade cega ou vice-versa



Ligacao do inserto no vetor

Digestao e ligacao

Fragmento de DNA a

Vetor de ser clonado

clonagem i
g "~ DNA recombinante

()

Clivagem com / Ligacao
— endonuclease | pela DNA
de restricao ligase

200 nm 200 nm



Ligacao do inserto no vetor

Ligacao intermolecular e intramolecular

Targe_t DNA A tendéncia para a \(ector DNA Wit,h ©|
cut with Mbol circularizacao de moléculas single BamHi| site

clrawarizacio Ce | " BamHl
¢ Mbol individuais é mais acentuada $ BamHI
quando a concentracao de
SGATC : > DNA é baixa e as 2GATC >
< cragz Possibilidades de  colisao < CTAGS
2 entre diferentes moléculas
2GATC > com extremidades coesivas
< | CTAGS complementares é reduzida.
\/ \’ \/
Target-target Vector-target Vector only
e.g. intermolecular; e.g. intramolecular;
concatemers cyclization

1 2
2 GATC 2> GATC >

{__CTAG < CTAG < \

Recombinant DNA

/95?6\



Ligacao do inserto no vetor

T4 DNA ligase

Genomic DNA fragments
(a)

P—A AT T 1 3'

Vector DNA OH— 1 57
(a’) (b)

5’ I O H - P—C G —I 37

31 —T T A A—P HO— 15’
(c)

P—A GCT— ) 3

HO— 1 5°

Complementary
ends base-pair

OH P
(a’) 7 (a)
5" AATTH j 3 b Unpaired genomic
3 ]_—|1 —'r/'\ /'.\ 1 57 fragments (b) and (c)

5
P HO

2 ATP
T4 DNA ligase

2 AMP + 2 PP,

(a’) (a)
5 — A AT T— ] 3’

1 1 1 1
3| T T A A— | 57




Preparacao do inserto/ vetor

» Desfosforilacdo

N
rd
Hindll!
[
mcs
——AAGCTT— —Af) (P)AGCTT—
———TTCGAA— —TTCGA(P) —
w
self-ligation
—p@ @AGCTT— vector h cDNA vector
—TTCGA(P) eHA— — ) GCTTGG AACCAOY @DAGCTT—
—— TTCGAGH @)acc TTGGTTCGAP) Ggh—
alkaline phosphatase \_j
(bacterial, calf intestine) ligation
A
nick
— Y G)AGCTT— ——A AGCTTGG ArccalAGCTT—
—— TTCGAGH) — —TTCGAJACC TTGGTTCGA A—

nick
plasmid cannot ligate to itself € l transformation
mix with cONA

+ T4 ligase nicks repaired by bacterial host enzymes after transformation



Plasmideos

» Propagacao/ Expresséao //

Cosmideos

Vetores derivados do fago lambda/ M13

Cromossomos artificiais derivados do fago P1 (PACs)

&
Cromossomos artificiais bacterianos (BACs) Baina— 55

contratil

Cauda

Cromossomos artificiais de levedura (YACs)

Tipo de vector DNA clonado (kb)
Plasmidio 10
Fago A 25
Cosmidio 45
PAC (cromossoma artificial derivado do fago P1) 100

BAC (cromossoma artificial bacteriano) 300



Tipos de vetores

Plasmideo

Todo plasmideo para ser um bom vetor deve ter:
e Origem de replicacao (Ori)
 Miultiplos Sitios de Clonagem (MSC)
e Resisténcia a antibiotico (Neo, Kan, etc.)

I7 pronaler

e Promotor PRS- Acch S|

Kpri
Sphl
ol

+ ] 1.'{'0!
SaeBl
BomHl
_Ecall

MSC

Ecarl
Sall
Accl
Macll
Hndll
Xhel
Al /Sl
Nhol
. Xbl
o Eca?2l
,/'/\Q\o > (3
g Eco>1061
©n 7 Aodl
| Sod

Nl
’5’6 promclor




Tipos de vetores

stop
promotor
Promotor E Cds ou ORF Zér

termmador

* Controla o primeiro estagio de expressao génica—> a ligacdo da
RNA-polimerase ao DNA;

 Determina o momento e a frequéncia na qual o mRNA é
sintetizado.

PROMOTORES FRACOS E FORTES

* Possibilidade de regulacdo do promotor/operador (Inducdo e
Repressao)



Fago A Genes da lisogenia
| |
e Empacotamento in vitro > l
eficiéncia 10% -> sitio cos d
DNA de interesse
—t
- —
e Infeccao E. coli - eficiéncia 100% <%>
Vetores de substituicao l
Vetores de insercao @



Cosmideos

e Plasmideos com um fragmento de DNA do fago A = sitio cos
- -

e Utilizam sistema de empacotamento in vitro do fago A

e Tornam-se circulares na célula hospedeira

e Permitem clonagem de genes maiores — 35 a 45kb



Transformagao

Metodos de introducao de DNA no

Transformacao
Transfeccao
Eletroporacao
Microinjeccao
Bombardeamento

Infeccao viral

hospedeiro

Projectile
gun

Transformation

. .

=

(Grifiths et &l 1996)

Injection

£

Transgene

\‘.

‘ ————— EBeammsy ——— )

"\._

/
-~




Transformagao

Organismos

Células isoladas multicelulares

A Transformacao

Transfeccao

Eletroporacao
0 porag

*®

Microinjecgao

Bombardeamento

Infecgao viral



Transformagao

Transformacao em células competentes

DNA
recombinante

OO fmd - Vo0

Bactéria

Células competentes

e Células bacterianas quimicamente modificadas para
receberem o DNA recombinante

++++++++> ++++++++

++++++++ ++++++++

Ca?* competentes Eletrocompetentes



Selecao de colonias

Resisténcia a antibiotico

<

. MCS Regions Shown Below |

pBR322 origin

f1 origin




Expressao de B-galactosidase

e Fragmento de DNA ¢ inserido no meio do gene /acZ

B-gal: degrada polissacarideos

X-gal: substrato cromogénico = forma
precipitado azul quando ha atividade de

B-gal
IPTG: indutor da expressao de B-gal

lacZ 1acL insert

| |

functional enzyme nonfunctional enzyme

X-gal » product X-gal > p@ct




Identificacao

Métodos de identificacao de clones
recombinantes

Analise do padrao de restricao

Sequenciamento de DNA

Hibridizacao de acidos nucleicos

 PCR

Analise de produtos génicos
(reconhecimento imunologico)



Técnicas de screening

Iniciador F

Inserto

h
Iniciador R

N

Perfil de restricao

CMV Promoter . \ Insert (YGOI)

[ / EcoRI
Insert (YGOI) \
_-Notl
Notl

v
Amp

CMV Promoter

Neo . \

x EcoRl

(\'0 Recipient

Plasmid ‘Notl

Amp

3000pb DNA
plasmidial
500pb ap()s
digestao com
EcoRl e NOD




