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o tema geral é adaptacao de processos
biologicos com fins biotecnologicos

* ja vimos esse tema antes
* PCR e sequenciamento

— adaptacao do processo de replicacao

e Hoje: como engenheirar sequéncias de DNA



Enzimas de restricao
(ou endonucleases)

Sao capazes de cortar a fita dupla de DNA em
locais especificos

Usadas por bactérias para se defenderem de
virus (bacteriofagos)

E um poderoso instrumento de biotecnologia

Geralmente a sequéncia dos locais de corte é
um palindromo



Uma enzima de restricao é capaz de cortar DNA toda vez
qgue ela encontra uma sequéncia curta especifica dela
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Aqui estamos vendo o nome da enzima (EcoRl) e a sequéncia que ela reconhece
(GAATTC ou seu reverso complemento, que é ela mesma)

https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology



Aqgqui estamos vendo como a enzima corta o DNA. A
enzima esta sendo representada pela mancha verde

antes do corte
depois do corte
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exemplo de uso em biotecnologia: queremos inserir um gene de
interesse (target gene) dentro do DNA de um plasmideo circular
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O resultado é chamado de plasmideo recombinante



Existem muitos tipos de enzimas de restricao, cada uma reconhecendo
uma sequéncia diferente. A tabela a seguir mostra alguns tipos. Na coluna
1 é o nome da enzima, na coluna 2 vemos o organismo onde ela foi
descoberta, na coluna 3 vemos a sequéncia que ela reconhece, e na
coluna 4 vemos o resultado do corte



Enzyme $ Source Recognition Sequence $ Cut
. , 5'GAATTC 5'-—G AATTC---3"
EcoRl Escherichia coli EES TR —— =
e . 5'CCWGG 5'——— CCWGG——-3"'
EcoRlI Escherichia coli
3'GGWCC 3'-—-GGWCC -—=5"'
) , ) 5'GGATCC 5'-—G GATCC---3"
BamH| Bacillus amyloliquefaciens Er SR —— =
: Lo 5'AAGCTT 5'-—-A AGCTT---3"'
Hindlll Haemophilus influenzae
3'TTCGAA 3'-—-TTCGA A——-5"
Taql Thermus aquaticus > TCeR 2Tt CeRem
g 9 3'AGCT 3'-—-AGC  T---5'
e 5'GCGBCCGC 5'---GC  GGCCGC---3'
Notl MNocardia ofitidis
3'CGCCGGLG 3'---CGCCGG  CG——-5"




Como a bactéria se protege das
proprias enzimas de restricao?

e com alta probabilidade, uma dada bactéria
tem em seu genoma sitios de corte de suas
proprias enzimas de restricao

 Mas a bactéria tem um gene que codifica uma
proteina (uma metiltransferase) capaz de

adicionar grupos metila (CH3) nas bases Ae C
desses sitios

e Essa metilacao protege o genoma da bactéria
de suas proprias enzimas de restricao



Metilacao

NH, NH,
H\“\Aw | SN
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Cytosine methylated Cytosine

a sequéncia do DNA nao muda
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mons.wikimedia.org/w/index.php?curid=17066877




Methylated

recognition site
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Kommireddy Vasu, Valakunja Nagaraja, MMBR, 2013



SRM

* 0 conjunto de genes enzimas de restricao +
metiltransferases recebe o nome de

— Sistemas de restricao e modificacao

 Ha 3 diferentes tipos



Metilacao € um mecanismo
comum na regulacao genica

e A presenca do grupo metila inibe transcricao



CRISPR

Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats

CRISPR-cas9

Sistema usado por bactérias para se defender de
virus (bacteriofagos)

Também resulta em cortes de DNA

Depende da bactéria “se lembrar” de ataques
anteriores

E como um sistema imunolégico



_ ] sequéncias “memorizadas”
enzimas do sistema

espacadores

‘

cas operon

CRISPR Locus

—< tracrRNA

Repgat-spacer ar
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sequéncias repetidas (repeats)

trans-activating cr RNA



Exemplo

0s repeats sao palindromos parciais

Regions

922 TCCTCATCTGTTGAGCGAGCTGAGGGCTGCGCCCATCACTCATTGGACCTACCAGGTTTACCCCGTCACGGTCTGACCTGTTCCGGCGGCGCTACTACCT

O Search DR in database O Search Spacers in database

022 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] CGTGAATGACTCCGGTGTTGCCGGCGTACTGCGCGG
090 [J GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] TGACGTGCTCGGCATTCTTTGATGGCGGGAAGAT
156 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] ATCGGTATGGCTGTGAGTGGCTTGGCGCATCAGGCC
224 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [J ACTGGCGGGCCATCGGCCAGGCACTGCTCCAGCA
290 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] ATGGGCAGGGCCGGCATCAGGCGCCGGTCAGGTGGT
358 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC _
424 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] GGACGCGGCGCTGCAGACGAGCCTCGCCCAGGCGA
491 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] GCCTCGCGAGCGTGCGGGCCAGCTCGTCAGGCGT
557 [] GTTTCAATCCACACGCCCGCATGGGGCGTGAC [] CTGGCTTCCTCGCGAGCGTAGTGCTCGGTCATGCC

espacadores



como funciona o sistema CRISPR-cas9

1. uma copia do DNA invasor € inserida no DNA
da bactéria (espacador)

2. os espacadores sao transcritos na forma de
crRNAs

3. esse crRNA é inserido num complexo (varias
moléculas juntas)

4. o complexo “ataca” o DNA invasor, e a
enzima cas9 (parte do complexo) corta esse
DNA



Cas9

RNase llI

tracrRNA
Precursor crRNA
(pre-crRNA)

Mature crRNA







Cas9 RNP
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Insertion

Gene disruption by insertions Gene correction or addition
or deletions (INDELs)



edicao gendmica

CRISPR-cas9 é o mais preciso e eficiente sistema para
engenheirar sequéncias gendmicas atualmente conhecido

esta permitindo grandes avancos em ciéncia e biotecnologia

Em 2020 as pesquisadoras Jeniffer Doudna e Emmanuele
Charpentier ganharam o prémio Nobel por ter descoberto
como usar CRISPR-cas9 para edicao de genomas

Uso de CRISPR-cas9 tem trazido serias preocupacoes éticas



O caso das gémeas Lulu e Nana

gémeas chinesas que nasceram em outubro de 2018

O cientista chinés He Jiankui engenheirou os embrides com CRISPR-cas9,
alterando o gene CCR5

essa mudanca (mutacao) teoricamente traz imunidade ao virus HIV
CCR5 codifica uma proteina que permite HIV entrar nas células

Mas o cientista pode ter causado (sem querer) alteragdes em outras
partes do genoma, com efeitos imprevisiveis

Além disso, CCR5 possivelmente é necessario para proteger as pessoas de
outras infeccoes virais

em resumo, foi um caso de aplicacao de uma nova tecnologia sem as
devidas precaucodes
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