ENGENHARIA GENÉTICA

Ciclo de vida da levedura S. Cerevisiae
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( Uma célula diplóide pode-se manter indiferente ou então multiplicar-se por mitose.

( Conversão de diploide para haploide – por esporolação, por exemplo em leveduras ascomiceta (libertação de 4 esporos haploides) Esta conversão por esporolação verifica-se em condições menos favorável, por exemplo, quando o meio de cultura não contém glucose.

( Os esporos estão contidos em ascos que aquando da germinação são libertados, podendo seguidamente, juntarem-se a um outro esporo haploide de mating type diferente, e assim formarem células diploides.


Mating type – Tipo de compatibilidade sexual.



           - As células só conjugam se forem de mating type diferentes.
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( Local cromossómico varia consuante – Informação por géneros específicos a 





 - Informação para transmitir os géneros específicos α.

Locus mat – Local cromossómico na célula que traduz o fenótipo que se vai traduzir


       - Cataloga o tipo sexual da célula.
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HML/R α/a – servem de material para, à vez, serem copiadas e transmitidas em cada geração.

( O cromossoma contém sempre 3 sequências, uma activa e 2 silenciosas, estas ultimas servem apenas para fazer a troca de informação em cada geração.

( Naturalmente, a levedura vive em diploidia, contudo nesta fase existe uma oscilação em cada geração:

· A célula filha mantem o mating type original
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A célula mãe tem o outro mating type

[image: image21.jpg]Ao

leriion

% e T

Misieh Gget A

5 g




Há uma substituição da sequência que se encontra no lotus mat (mating type switch).
( Em cada geração há troca de mating type, recorrendo 1º à acção de uma endonuclease HO que corta o cromossoma em cadeia dupla. Esse corte necessita de reparação. Esta reparação é feita integrando uma cópia de sequência (que está inicialmente silenciosa e reprimida) que são utilizados em cada geração.

SÍNTESE 
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(a)- célula α
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Figura 11.12. Componentes incluidos no DNA
utilizado para transformar células vegetais.
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( As sequências que estão no promotor é que vão transcrever.

Síntese
· Codifica proteínas (α1 e α2)

· α1, juntamente com uma proteína existente sempre na célula (MCM1) activando os genes específicos da célula α para a transcrição.
· α1 é sempre activador e α2 é sempre repressor

· Os genes α  são sempre activados por α1 e MCM1.

· α2 Reprime os genes específicos da célula a.
· só nas células haploides há a expressão de hsg.

· A proteína MCM1 actua sozinha sobre os genes hsg

· MCM1 colabora na activação ou repressão consoante é gene α ou a.
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(b)- célula a
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( As células a estão sempre a ser expressas, a menos que estejam reprimidas

( em αsg a transcrição basal é muito baixa, logo não é preciso gene para a transcrição.
( α2 inibe as células a

( As células a por si só têm um local de ligação bastante forte.

( A transcrição basal em a é muito alta
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( As células haploides estão sempre a ser expressas
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(c)- a/ α células – células diploides

· Produção em simultaneidade a proteínas α2 e a1.

· O dímero α2 e a1 só existe em células diploides

· a1 e α2 vão reprimir α1, logo os genes específicos de α não se manifestam, assim como os genes específicos de a são reprimidos por α2.

· Os genes específicos dos genes haploides também são reprimidos pelo dímero a1/ α2.
· Nenhuns desses genes são expressos.

SEQUÊNCIA CONSENSUAL
 - Local de ligação mais fraca, afastando-se da sequência ideal.
 - Enquanto o local MCM1 se liga no promotor dos genes a, no caso α-específico terá diferenças relativamente à sequência ideal de MCM1 porque necessita de α1 para se ligar.

( Esqueromonas- pequenos péptidos excretados por células haploides.


FACTORES QUE CONDICIONAM A EXPRESSÃO DO GENE QUE CODIFICA A ENDONUCLEASE HO
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- Estar na fase G1 (factores swi 4 /6 para activação)
- Só em células mãe, nas células filha as Ash1 bloqueiam.

- Só acontece nas células haploides, não acontece nunca em diploides porque aí existe o dímero a1 e α2 que as vão reprimir.

                          - Inibidor do efeito repressor do swi5

                          - Complexo que se liga no URS1 que activa o gene HO só nas células mãe.



- Segregada exclusivamente para a gémula (por mitose) e não fica nas células mãe.


- Liga-se ao swi5 e bloqueia o efeito repressor da swi4/6, activando o gene.

ESCOLHA DO DADOR DURANTE A CONVERSÃO DE MATING TYPE
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( Para as células α acontece o contrário, impede que todo o braço esquerdo esteja disponível para a reparação. 

( Bloqueia de imediato a célula, indo buscar à outra extremidade do cromossoma, ocorrendo uma substituição de α por a que se encontra do outro lado do cromossoma.

 A região RE assemelha-se à região promotora dos genes específicos das células a

2 Estados possíveis:

[image: image7.jpg]&g

o
& A
@ Fny) (=2

TS

LE (oxus

— au\
ey





RE- é idêntico a um promotor de célula a, logo para a célula a funciona como activador e para a célula α funciona como repressor.

ATIVAÇÃO DE GENES ENVOLVIDOS NA SÍNTESE DE AMINOÁCIDOS EM S. CEREVISIAE – GCN4P

GCN4P- activador da tradução de todos os genes na síntese de aminoácidos. Activa os genes da síntese de aa, estando esta activação directamente relacionada com a concentração existente de aminoácidos no meio.

( A baixa concentração de aminoácidos no meio de cultura provoca um aumento da concentração de GCN4P na célula, o que leva á síntese da cadeia peptidica.

( A síntese de GCN4P não é regulada ao nível da transcrição, mas sim da tradução.

Factos:

· O mRNA tem um “leader” invulgarmente longo (600 pb). Este leader encontra-se antes do codão de iniciação.

· O leader contem 4 uorfs (upstream open reading frames). Os péptidos codificados nesta sequência, funcionando como armadilha para os ribossomas.

· Quando existem aminoácidos no meio de cultura as orfs são traduzidas e quase não há iniciação no codão AUG de GCN4.
· Quando há falta de aminoácidos só são traduzidos a ORF1 e GCN4.

Concentração normal de aminoácidos   



             Orf1           orf2      …          orf4               AUG
Gcn4p


                                                                                        AAAAAAAA


elF – 2 factor de elongação 

Neste caso este factor está inactivo, os ribossomas não se tornam competentes. Os ribossomas captam este factor, formando-se uma armadilha que impede que os ribossomas se liguem ao verdadeiro codão de iniciação. 
Neste caso não ocorre tradução de GCN4

Orf4- faz com que a tradução não seja funcional. Os ribossomas traduzem este orf e soltam-se após a tradução, nunca chegam a encontrar o codão AUG logo não se dá a tradução.

Concentração baixa de aminoácidos  

- tRNA descarregados 
                                   GCN2p (cinase)- adiciona um grupo fosfato fazendo com que este se torne activo, logo os ribossomas iniciam a tradução

                                    elF-2            P aumenta (inactivo)

                                    elF-2 (desactivação da armadilha)

             Orf1           orf2      …          orf4               AUG
Gcn4p


                                                                                        AAAAAAAA


RNA de transferência descarregada quer dizer que existe uma baixa concentração de aminoácidos – sinal para uma cinase
elF-2- o que está inactivo neste caso, é o factor de elongamento da tradução

GCN4p- proteína codificada pelo RNA mensageiro. Se o ribossoma não se liga a elF nem repara nas armadilhas até ao codão de iniciação, passa lá e não se liga, encontrando posteriormente o factor activo para assim iniciar a tradução.

.

CLONAGEM GENÉTICA

( Refere-se à colecção dos genes, de uma determinada espécie de organismo, que foram clonados e, assim, estão disponíveis para serem isolados e analisados.

( É suposto que a biblioteca seja representativa de todos os genes do organismo. Cada um dos diferentes fragmentos de DNA é inserido num vector e introduzido num hospedeiro. 

( O DNA está coberto na sua totalidade em cada célula do organismo, acontece que apenas uma determinada região específica é activada para as diversas funções a que se prendem. As bibliotecas pretendem ter esses conjuntos de fragmentos activos para colectar a expressão do DNA do organismo intero.

BIBLIOTECAS GENÓMICAS

( Numa biblioteca genómica, pretende-se que os genes estejam representados na mesma proporção em que existe no organismo.

( Deve conter várias cópias (clones) representativos de cada fragmento de DNA, para aumentar a probabilidade de se conseguir isolar genes de cópias únicas, ou seja, a maior parte dos genes codificantes de proteínas 
( Colecção de fragmentos de DNA representativa do genoma completo de um organismo.

Pode-se estimar o número de clones (N) que uma biblioteca deve conter ela fórmula:

N= log (1-P) / log (1-1/n)

N= nº. De clones da biblioteca. O nº. de fragmentos depende do tamanho do genoma e do tamanho dos fragmentos.

n= razão entre o tamanho do genoma e o tamanho da inserção de DNA clonado.

P= probabilidade e encontrar uma única sequência, ou fragmento único.
N é directamente proporcional á probabilidade e ao tamanho do genoma e inversamente propocional ao tamanho médio dos clones.

( Um genoma grande necessita de uma biblioteca genética grande. Se os fragmentos forem pequenos também precisam de uma grande biblioteca.


EcoRI- reconhece um palindroma  de 6 bases (4 Kb)

SAU3A- não reconhece um palindroma de 4 bases, reconhece GATC





Nunca se usa uma digestão total porque assim sendo esta enzima irá cortar todo o DNA da mesma forma, assim como toda a cópia. Não há selecção de cortes. 

Deve-se usar enzimas que cortam frequentemente, pois existem secções de DNA que possuem sequências de reconhecimento muito espaçadas. Enzima que cortam muito espaçadamente geram uma maior probabilidade de gerar fragmentos de DNA muito grandes para serem clonados, e os genes, aí existentes, não estariam representados na biblioteca genómica.

Assim aquilo que se faz á utilizar enzimas que digerem parcialmente.

( O corte parcial do DNA com uma enzima que corta frequentemente assegura que os cortes sejam aleatórios e haja uma maior representatividade do genoma. O corte parcial de DNA é feito em condições (relação enzima/DNA baixa ou tempo de digestão limitado) que maximizem a obtenção de fragmentos com um tamanho de cerca de 20 kb, um tamanho razoável para substituir o fragmento stuffer do fago.

( Como resultado do corte parcial, são gerados fragmentos de DNA parcialmente sobrepostos.


Conjugando a capacidade de clonagem com a facilidade de efectuar o rastreio de genes, o fago EMBL4 foi escolhido para exemplificar a construção de uma biblioteca genómica.
Procedimento
· De reparar que dos dois lados do fragmento stuffer do fago, que vai ser substituído com DNA genómico do organismo escolhido, há vários locais de reconhecimento muito próximos para as enzima EcoRI, BamHI e SalI.

· Todas estas enzimas reconhecem sequências de 6 nucleótidos.

· O fragemnto stuffer vai ser retirado com BamHI, o local de clonagem, e inactivado por corte com SalI.
· Após a precipitação de DNA com isopropanos, os pequenos fragmentos BamHI/SalI permanecem em solução impedindo que o fragmento stuffer possa novamente ser ligado aos braços esquerdo e direito do fago.

· A clonagem em BamHI vai ser feita com DNA com extremidades Sau3A e as inserções de DNA podem posteriormente ser separadas dos braços do fago com a enzima EcoRI.

· O DNA genómico é isolado do organismo ou células escolhidas e parcilamente digerido com Sau3A, que origina extremidades compatíveis com as geradas com BamHI.

· A Sau3A reconhece uma sequência de 4 nucleótidos e corta o DNA muito mais frequentemente do que a BamHI.

· Seleccionam-se os fragmentos de tamanho desejado (depende do vector usado) em gradiente de sacarose.

· Ligam-se os fragmentos ao vector (por exemplo plasmídeo) digerido com BamHI e tratado com fosfatase alcalina para impedir, mais tare, a ligação de pequenos fragmentos oriundos de cromossomas diferentes. Isto originaria clones artificiais que não correspondem á verdadeira estrutura genómica. 

· Adiciona-se ligase (para fazer plasmídeos circulares com o fragmento) fazendo ligar os plasmídeos (vector) e a fosfatase alcalina para que estes fragmentos não se liguem a eles próprios.

· A separação de DNA em gel, e posterior eluição do mesmo, permite o isolamento dos fragmentos pretendidos, com cerca de 20 kb.

· Estes fragmentos são ligados aos braços do fago, previamente preparado com BamHI, e a mistura de ligação é in vitro em partículas víricas.

· Estes fagos são infectados numa bactéria lisogénica ara o fago P2 para seleccionar apenas fagos recombinantes.

Métodos:
1. Em gel de agarose. Corta-se o gel d agarose que contem o DNA que nos interessa. Não permite ter abundantes fragmentos.

2. Gradiente de sacarose. Separa de acordo com o tamanho e não pelo peso das moléculas dos fragmentos.
O método utilizado para isolamento de clones genómicos específicos tem sido, quase sempre, o do rasteiro por hibridação com uma sonda, normalmente uma sonda de cDNA.
A amplificação directa de fragmentos de DNA por PCR é agora também comum.

BIBLIOTECA DE cDNA

( Colecção de DNA representativa dos mRNA que estão presentes num dado tipo de célula, em determinado momento.

( É ocorrente iniciar a clonagem de um gene pela clonagem do cDNA correspondente. Este é derivado do mRNA e, para uma proteína expressa na célula, conseguem-se bibliotecas em que a sua representação é significativamente maior do que em bibliotecas genómicas, facilitando o seu isolamento.

( Como o cDNA de eucariontes é uma cópia o mRNA processado pode deduzir-se a sequência da proteína sem ambiguidades.

( Contem apenas regiões codificantes

( Os genes mais expressos estão sobre representados.

( Alguns genes podem não estar representados. Nunca é representativa de um genoma inteiro, há um outro que não está representado. É representativa daquilo que está a acontecer na célula.

( O substrato para a preparação de uma biblioteca de cDNA é mRNA isolado por cromatografia de afinidade em colunas contendo oligo-dt.

· O mRNA é utilizado como molde para a síntese da primeira cadeia de cDNA, pela enzima transcritase reversa.
Transcritase inversa
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· Um pequeno oligonucleótido (poli-dT) vai hibridar na cauda poli-A do mRNA e servir como primer para a enzima.
· Desta reacção resultam moléculas híbridas de DNA/RNA que vão funcionar como um complexo de moléculas molde (cDNA) e primers (mRNA) para a síntese da segunda cadeia de cDNA.

· Usa-se uma RNAse para degradar e introduzir espaços vazios na molécula de mRNA.

· Ao mesmo tempo os fragmentos de mRNA restantes servem de primers á DNA polimerase para sintetizar a cadeia dupla de cDNA.

· As extremidades das moléculas de cDNA e cadeia dupla podem ser polidas com a enzima Klenow.

· Esta ligação é pouco eficiente e há maneira de tornar as extremidades do cDNA em extremidades coesivas, compatíveis com a ligação a um local de clonagem de um vector.

· Um dos processos é a adição de adaptadores ás extremidades do cDNA. Estes adaptadores são pequenos oligonucleotidos que têm uma extremidade em cadeia dupla, ligando-se á extremidade do cDNA, e têm a outra extremidade coesiva, igual é gerada por uma enzima de restrição, permitindo a ligação a um vector preparado com a mesma enzima de restrição.

( Como as moléculas de cDNA refletem a população de mRNA de um organismo ou de tecidos específicos desse organismo, ou seja, a sua expressão genética, as bibliotecas de cDNA são muito utilizadas pra obter genes diferencialmente expressos.

Vantagens:

- Só clonam regiões codificantes, não há a problemática dos intrões nem promotores num RNA peptídico.

- Não actua em todos os fragmentos


- Recolhe o tipo específico de genes determinado pelas condições do mRNA.


- Determina a quantidade relativa de cDNA.

SELECÇÃO DE CLONES- RASTREIRO DE BIBLIOTECAS
Existe vários métodos para fazer o rastreio de uma biblioteca de genes. A utilização de um ou outro método depende do tipo de biblioteca e de outras ferramentas disponíveis.


( Por hibridação de DNA (hibridação de colónias ou hibridação de placas)
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· Retira-se da banda e fica o DNA respectivo ligado covalentemente ao suporte (UV cross linking)

· A placa de petri é guardada no frio para, posteriormente se isolarem os fagos relevantes.

· A membrana é preparada para a hibridação. É colocada e solução de desnaturação e neutralização para que o DNA se apresente acessível em cadeia simples.

· A hibridação segue-se, por exemplo, com uma sonda de cDNA marcada radioactivamente, e a autorradiografia.

· Os clones positivos que hibridam com a sonda, formando uma cadeia dupla com esta, são detectados num filme de raio X.

· Por alinhamento do filme com a placa de Petri, os clones são identificados, isolados e guardados com a própria biblioteca genómica.

· Recolha e propagação do clone a partir da placa mãe. O clone da biblioteca de gene que interessa fica após este tratamento, retratado numa placa de radiografia sob a forma de um ponto preto.

Marcação de sonda pelo método dos iniciadores (primers) de sequência aleatória (“random primer labelling”)

· Primers curtos, de sequência aleatória, isto é, são primers que encaixam em qualquer sitio, não existe um local específico de hibridação. O que determina a composição da nossa sonda não é o primer mas sim o molde.

· Marca-se um nucleótdo (dNTP) radioactivamente
Síntese de DNA na presença de um dNTP marcado (com 32p ou outra forma de marcação)

3´
5´



5´
5´

                                                       DNA marcado (sonda)
Procedimento:
· Promove-se a síntese de DNA na presença de diversos e minúsculos primeres, estes vão híbridar com as moléculas de DNA. Aquelas que encaixam permitem a síntese na presença de nucleotidos radioactivos e assim podemos observar a molécula. Trata-se de uma reacção catalizada por exemplo, pelo fragmento Klenow (que não te a capacidade exonucleolitoco).

Temos de conhecer esta região de DNA que permite fazer uma sonda, queremos encontrar a sequência que lhe segue.

A síntese da sonda é feita através de uma molécula de DNA radioactiva, que híbrida com a outra cadeia, permitindo a identificação de um clone numa biblioteca genómica. Para efectuarmos esta síntese precisamos do molde e dos primers que vão encaixar para que a polimerase inicie a síntese. 

Deste procedimento obtemos fragmentos muito pequenos que acabarão por cobrir toda a cadeia de DNA.


( Existem duas fontes possíveis para a obtenção de uma sonda adequada ao rastreio de uma biblioteca genómica ou de cDNA:

1. DNA de um organismo filogeneticamente próximo – verificam-se quais as regiões eventualmente iguais numa amostra, e relativamente a outros animais.

2. Sequência nucleotídica mais provável deduzida de uma sequência de aminoácidos, a partir do N-terminal.

Degenereidade genética - o código genético tem mais codões que aminoácidos. Por exemplo, a leucina tem mais que um codão a codificar. Há por isso que evitar estas sequências, tenta-se minimizar estes problemas.

( Por detecção da produção de uma proteína por ensaio imunológico

Este método de rastreio de um gene envolve a pesquisa da proteína codificada por esse gene, requerendo um processo que poderá detectá-la.

Para determinadas proteínas, poderá usar-se um qualquer processo enzimático simples. Quando disponível, é utilizado um anticorpo que reconhece a proteína.


( Os fragmentos de cDNA são inseridos dentro do gene codificante da enzima B-galactosidase. Esta enzima é indutível, não sendo normalmente expressa porque as bactérias usadas para crescer os fagos contêm o repressor do sistema (codificado num plasmídeo).

( Quando é induzida, o fagos recombinantes expressam uma proteína de fusão composta por parte da B-galactosidase ligada á proteína codificada pelo cDNA clonado.

( No entanto, para que seja expressa a proteína de fusão correcta, é preciso que o cDNA tenha sido clonado na orientação correcta (1 de 2) e quadro de leitura correcto (1 de 3). 

( Na prática, como as extremidades (5´) do cDNA são relativamente aleatórias e o cDNA pode ser clonado nas duas orientações, apenas 1 em 6 de cada tipo de cDNA expressa a proteína correcta.
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· Utilizando anticorpos secundários, os complexos antigénio/anticorpo são detectados nas membrana ou em filmes de raio X.

· Por alinhamento da membrana ou do filme com a respectiva placa de petri, os clones são identificados e isolados.

· O procedimento é repetido até á obtenção de clones puros.



( Complementação funcional


O processo é utilizado em organismos bem caracterizados, sob o ponto de vista genético e bioquímico.

É possível também obter estripes mutantes de organismos, que possuem mutações genéticas definidas.

- O processo baseia-se na anulação do fenótipo da estripe mutante pelo gene “normal”, que vai complementar o gene mutado.

Exemplo:

· Estripes de bactérias mutantes que não conseguem sintetizar um determinado aminoácido X, por terem um defeito numa enzima responsável pelo processo.

· Estas bactérias são incapazes de crescer num meio de cultura que não lhes forneça esse aminoácido. 

· É preparada uma biblioteca de genes da bactéria do tipo selvagem, que apresenta uma enzima normal, por clonagem num plasmídeo

· Uma cultura de bactérias mutantes é então transformada com os plasmídeos recombinantes da biblioteca de genes e colocada num meio que não possui o aminoácido X.

· A maior parte das bactérias recombinantes não cresce neste meio, pois não é capaz de sintetizar o aminoácido em falta.

· Irão crescer apenas as bactérias transformadas com o plasmídeo recombinante contendo o gene comunicante da enzima

· O gene normal, clonado no plasmídeo, complementa o gene cromossomal deficiente.

· Em seguida, facilmente se obtém o plasmídeo para caracterizar o gene em questão.

Este processo de clonagem por complementação é também utilizado para o isolamento e caracterização de genes de organismos heterólogos, em especial de proteínas funcionalmente bem conservadas na natureza. Por exemplo, existem mutantes de leveduras com defeitos em sistemas de reparação de DNA. Esta estripes mutantes podem ser transformadas com uma biblioteca de genes humanos. Quando algum gene humano complementa a deficiência da levedura mutante, pode ser isolado e caracterizado.

VECTORES

Vectores:
· Moléculas de DNA que podem comportar inserções de DNA de outras origens de modo a possibilitar a sua propagação numa célula hospedeira.

· Tudo o que podemos utilizar para propagar uma célula hospedeira.

· A escolha do tipo de vector depende do tamanho do fragmento de DNA que se pretende clonar.

· Vectores shuttle - vectores com mais de uma origem de replicação, que lhes permite propagarem-se em diferentes organismos.

Plasmídeo:

· Usados para clonar fragmentos de DNA de tamanho inferior a 10 Kb.
· Para além de possuírem uma origem de replicação e marcas genéticas para selecção de um determinado fenótipo, os plasmídeos contém um local de clonagem múltipla. Neste local, uma região que não é essencial para a viabilidade do plasmídeo, há sequências de reconhecimento (únicas) para várias enzimas de restrição. Isto confere uma grande flexibilidade ao plasmídeo, uma vez que é possível clonar directamente DNA cortado com qualquer uma dessas enzimas ou enzimas compatíveis.  
· Uma das características bastante úteis num plasmídeo é a possibilidade de, durante o processo de clonagem, distinguir e seleccionar directamente bactérias que contêm plasmídeos recombinantes das bactérias que contêm plasmídeos intactos. Isto porque em muitas situações, há uma grande probabilidade de o vector se religar em vez de ligar a molécula de DNA que se pretende clonar.
· A estratégia utilizada normalmente é a de construir vectores cujo local de clonagem múltipla se encontra dentro de um gene que determina uma dada actividade directamente mensurável. Quando é inserido um fragmento de DNA nesse local, o gene é interrompido e perde a actividade.
pBR322
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	· Vector muito usado na década de 1980 para uso geral (4,321 KB- tamanho muito pequeno)

· Contém dois genes que conferem resistência a antibiótico (ampicilina e tetraciclina)

· A marca e selecção (ampR) confere resistência à ampcilina às bactérias transformadas com este plasmídeo.

· Contém locais de reconhecimento únicos para BamHI, HindIII e SalI dentro do gene TETR (os locais de restrição têm de ser únicos)


· Contém origem de replicação que funciona apenas em E.coli, mantendo um número elevado de pasmídeo por célula. 

· A replicação é independente do cromossoma
pUC19
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	· É ainda mais pequena.

· Flanqueando no local MCS encontram-se sequências específicas que são promotores de vírus bacterianos e permitem, utilizando as respectivas RNA polimerase, sintetizar RNA correspondente aos fragmentos de DNA clonados. Estas sequências, que são conhecidas, permitem também a síntese de oligonucleótidos complementares que podem ser utilizados como primers para a síntese e sequenciação de DNA.


· Contém um gene, LacZ, que codifica a B-galactosidase, uma enzima capaz de converter um substrato cromogénico (Xgal) num produto de cor azul, que se torna facilmente quantificável.

· Vantagem dar um sistema para sabermos qual tem colónias com plasmídeo recombinante.Num meio de cultura contendo Xgal, bactérias transformadas com o plasmídeo intacto, apresentar-se-ão azuladas devido á actividade da enzima B-galactosidase.

· Bactérias transformadas com plasmídeos recombinantes, em que a inserção de DNA destruiu o gene lacZ, permanecerão esbranquiçadas. De referir que a expressão do gene lacZ, um gene indutível do operão da lactose, pode ser controlada.

· Contém uma série de locais de restrição únicos e seguidos onde se pode inserir o DNA

· O local vai interromper o gene da B-galactosidase, logo um plasmídeo recombinante de E.coli que não apresenta corado de azul dita que não contém a B-galactosidase, não incluindo assim X-gal e IPTG.
· Distinguem-se assim as colónias com inserção de DNA (brancas) e sem inserção de DNA (azuis).

Yeast shuttle vector
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	· Vector que vai e vem

· Funciona tanto em E.coli, como em levedura.

· A inclusão de X-GAL (substrato cromogénico, artificial, da B-galactosidase, tornando as colónias azuis) e IPTG (induz o promotor da b-galactosidase) no meio de cultura, substrato e indutor, respectivamente, permite distinguir os transformantes que contém plasmídeos recombinantes (colónias brancas por não produzirem B-galactosidase).


· Duas partes (híbrido de plasmídeo de levedura do lado direito e E.coli do lado esquerdo)
· lado esquerdo: - Gene de ampicilina resistente ao antibiótico 

  - Gene que se expressa em E.coli- origem de replicação
· lado direito: - Gene que seleccionam os plasmídeo em levedura- origem de replicação
         - Leu- - Gene necessário à síntese da leucina.

· Complementação do defeito (relacionado com a síntese de leucina do gene LEU-) por parte do gene transformante, faz crescer a colónia sem sintetizar leucina - quando se transforma, faz-se selecção desse defeito, tornando as células competentes ao crescimento em leucina.

Vectores derivados do fago λ
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( Bacteriófilos - vírus que se desenvolvem em bactérias. 
Nota: No ciclo lítico, o fago replica-se através de infecções sucessivas de células bacterianas. O ciclo lisogénico, ocorre quando o DNA fágico é integrado no genoma da bactéria e só se replica em paralelo com replicação do cromossoma bacteriano. Em condições apropriadas, o fago lisogénico, pode novamente originar o ciclo lítico, e vice-versa.
( O genoma deste fago está totalmente codificado.

( É possível preparar extratos proteicos do fago λ a partir de células bacterianas infectadas. 

· Quando se misturam esses extratos , e se adiciona DNA fágico, este é processado e empacotado em partículas víricas que podem ser utilizadas para infectar novas bactérias.
· Se ao DNA fágico ligarmos outro DNA, obtemos a clonagem deste.

· Cada clone é isolado com uma placa fágca

· Precisamos de ter inscrito grandes fragmentos deste vector na nossa biblioteca de genes.
· Usado para insertos de fragmentos até cerca de 25 Kbases.

· As delimitações de cada genoma são reconhecidas e cortadas por uma endonuclease específica dando origem a genomas lineares individuais.

· As extremidades de cada genoma ficam coesivas (locais cos) consistindo em 12 nucleótidos terminais de DNA em cadeia simples.

· Existem dois tipo de fagos, os de inserção (podem clonar-se fragemntos de DNA com um máxmo de cerca de 15 Kb) e os de substituição (podem clonar-se fragmentos com 20-25 kb.)

· Nos fagos de substituição é removida uma parte do genoma do fago que não é essencial á sua viabilidade e pode ser substituída com DNA exógeno.
Processo:

· Prepara-se o DNA genómico com digestão parcial de EcoRI
· Restringe-se os fragmentos de diferentes tamanhos e selecciona-se que nos interessam ligando-os ao vector.
· Prepara-se a digestão de DNA genómico
· Faz-se o empacotamento de DNA em partículas virais in vitro, de onde obtemos um fago com DNA recombinante que serve para infectar uma cultura de E.coli.
· Obtém-se placas fágicas onde se visualizam um tapete de células com zonas onde ocorreu lise da cultura, logo aparece tipo esburacada.
· Cada placa corresponde a uma colónia da biblioteca genómica
· Não se pode usar insertos muito pequenos porque esta maquinaria de empacotamento só incorpora este comprimento (25 Kb). É portanto um método bastante selectivo.
Vantagens:

Cosmideos


( Procedimento:
· O DNA alvo de clonagem, digerido com enzimas de restrição no local Scal, é ligado em locais apropriados do cosmídio e empacotado em partículas fágicas in vitro, o que é possível devido á existência do locais cos
· Pode-se usar outro local de restrição para introduzir DNA, por exemplo, genómico
· Alberga com fragmentos até 45 kb.

· Obtemos moléculas lineares com extremidades cos e reconhecidas pelo fago λ.

· Empacotamento formando uma cabecinha que apenas incorpora esta extremidade cos, a única particularidade de fago existente nesta estrutura.

· Atende-se á circularização e transformação desta partícula num grande plasmídeo, tornando-se apta a infectar bactérias de E.coli.

· A selecção é feita devido ao empacotamento in vitro e á própria maquinaria do fago que vai seleccionar a molécula recombinante.
· Os vírus são utilizados para infectar bactérias e, uma vez dentro das células, os cosmídeos replicam-se e podem ser isolados e manuseados como plasmídeos.

( Vantagens:
· Acomoda grande quantidade de DNA
· Transforma um plasmídeo muito grande, o que é deveras difícil, pois as ligações são muito fácies de quebrar. Este método é mais pertinente porque e mais eficaz empacotar numa cabeça fágica que assim infecta a cultura de E.coli pretendida.
· É pertinente pois trata a eficiência do processo natural do fago λ, e só depois se trata o processo como se fossem colónias bacterianas.
· Formam-se colónias resistentes á tetraciclina. O meio que contem a bactéria é resistente.

Admitem insertos de cerca de 45Kb – o empacotamento in vitro seguido de infecção é muito mais eficiente do que a obtenção de transformantes de um plasmídeo com estas dimensões.
Outros vectores de clonagem

Mega vectores- utilizados sobretudo em processos de sequênciação de DNA

Bactérias artificiais que funcionam segundo as especificidades de cromossomas.

BAC – bacterial artificial chromosome

· Baseada no plasmídeo F de E.coli. é um vector bacteriano que é mobilizado na conjugação.
· É possível acomodar muito DNA neste plasmídeo, tanto que é estimável que ele possa comportar 100 a 300 Kb de inserto.

YAC – yeast artificial chromosome


· Divdem-se quando a célula da levedura sofre mitose.

· Dois telómeros

· Digere-se com BamII (para ficar com um telómero na extremdade) e EcoRI

( A estratega de selecção é feita porque esta célula contém um defeito, não consegue produzir Triptofano e Uracilo, portanto a introdução de um vector recombinante assim vá preencher a anomalia de Trp e Ura, estando assim a célula apta para se reproduzir neste meio.
( Para a selecção deste grande cromossoma, temos de ter em atenção que o hospedeiro tem de ser uma levedura , com gene em Trp e Ura para conjugar o defeito Trp+ e Ura-.

( A união das duas partes do cromossoma gera um grande inserto.

Nota: auxotrófico: não tem capacidade de sentir determinada substância.

ENGENHARIA DE PROTEINAS E MUTAGÉNESE DIRIGIDA
Mutagénese dirigida - técnicas que se destinam a introduzir modificações predeterminadas numa sequência de DNA clonado.
( A mutagénese dirigida (site-directed mutagenesis) refere-se á capacidade de se poder provocar mutações muito específicas. Pode-se substituir especificamente um determinado nucleótido de um gene por outro, com a consequência de alterar um aminoácido da proteína codificada por esse gene.

( Em seguida procede-se ao estudo das características da proteína alterada.

Processo permite:
· Simular mutações envolvidas em doenças humanas noutros organismos

· Aumentar a expressão em sistemas heterólogos (em que certos codões são pouco utilizados, por substituição desses codões por outros equivalentes.

· Melhorar as características pretendidas nas proteínas.

· Muitas vezes o objectivo é modificar as propriedades de uma proteína.

( Para além da simples substituição de um aminoácido numa proteína, a mutagénese dirigida pode ser utilizada para uma verdadeira engenharia de proteínas.

( As mutações introduzidas podem ser planeadas com o objectivo de alterar a estabilidade, especificidade, requerimento de co-factores, regulação e outras características das proteínas 

( Em muitos casos os genes alterados podem ser novamente inseridos nos organismos a que pertencem. Do mesmo modo a mutagénese dirigida é aplicada a zonas do DNA responsável pela regulação dos mecanismos de expressão genética dos organismos.

Existem dois métodos:
1. Mutagénese mediada por oligonucleótidos
2. Estratégia baseada em reacções de PCR

Ambas utilizam oligonucleótidos mutagénicos sintéticos que emparelham na zona do gene que se pretende alterar.

Mutagénese mediada por oligonucleótidos
( Os oligonucleóticos possuem uma (ou mais) base interna que não emparelha (mismatch) e que especifica a mutação a introduzir. 
( Estes procedimentos incluem alguns estratagemas extra para optimizar a selecção das moléculas pretendidas.
Mutagénese dirigida in vitro de um gene clonado num plasmídeo

· São sintetizados três oligonucleótidos mutagénicos que hibridam com uma das cadeias de DNA do plasmídeo recombinante.

· Eles têm bases internas que não emparelham e vão ser responsáveis pela introdução de mutações no plasmídeo.

· O oligonuceótido essencial é o que é projectado para introduzir a mutação pretendida no gene em questão. De facto, todo o processo pode ser realizado com apenas este oligonucleótido.

· Outro nucleótido serve para corrigir uma base no gene que confere resistência á ampicilina (ampR) – é este que vai ser reparado - selecção com elevada probabilidade para a molécula.

· O terceiro oligonucleótido serve para introduzir uma alteração no gene de resistência, a tetraciclina (tetR), que faz com que ele deixe de funcionar (tetS).
· O DNA plasmídico é desnaturado para separar as cadeias de DNA e emparelhado com os três oligonucleótidos.

· Estes servem de primers numa reacção de síntese de DNA em que a polimerase usa como molde a cadeia simples complementar do plasmídeo.

· A mistura é tratada com ligase, para unir as moléculas de DNA sintetizadas, e usada para transformar células bacterianas.
· Das bactérias transformantes são seleccionadas as que são, simultaneamente, resistentes á ampicilina e sensíveis á tetraciclina.

· A maioria destas tem a mutação prendida no gene alvo.
· Em alguns a mutação pode não ter sido introduzida porque o oligonucleótido correspondente não emparelhou em certas moléculas de DNA. 

· A confirmação de que a mutação foi introduzida pode ser feita por hibridação (com o próprio oligonucleótido mutagénico) ou por sequenciação directa de DNA.

Estratégia baseada em reacções de PCR

· Este processo utiliza um aparelho de PCR e uma DNA polimerase que replica o DNA sem erros significativos.

· São sintetizados oligonucleótidos mutagénicos.

· Neste caso são dois oligonucleótidos (complementares entre si) que hibridam em cadeias opostas de DNA do plasmídeo recombinante, ambas contendo a alteração desejada.

· Os oligonucleótidos são emparelhados com o plasmídeo e servem como primers para a síntese de DNA, durante os vários ciclos do PCR.

· Devido á actividade da polimerase utilizada, que não separa as cadeias de DNA, os oligonucleótidos mutagénicos são incorporados em cadeias duplas de DNA que contêm quebras. 

· Estas quebras são em locais diferentes das cadeias de DNA, definidos pelas extremidades 5´de cada oligonucleótido, o que permite ter DNA circular para transformar bactérias.

· As quebras serão depois reparadas dentro das bactérias 
· Antes da transformação, o DNA é tratado com a enzima de restrição DpnI, que digere apenas DNA metilado ou semimetilado, para seleccionar as moléculas de DNA contendo as mutações. 

· O DNA mutante, que foi sintetizado de novo, não está metilado e não é cortado pela enzima. 
· Os plasmídeos originais estão metilados e são degradados pela enzima. Isto porque os plasmídeos originais foram isolados de uma bactéria que possui a metilase dam, que metila o DNA nas sequências GATC reconhecidas pela DpnI.
· Após o isolamento de transformantes bacterianos, é usual determinar a sequência completa do gene clonado para confirmar que a mutação desejada e apenas essa, foi introduzida.


APLICAÇÕES

1.1
PRODUÇÃO HETERÓLOGA DE PROTEINAS EM PROCARIONTES E EUCARIONTES
Muitos vectores têm sido desenvlvidos para expressão de proteínas recombinantes.

A expressão de proteínas in vivo (crescimento natural em culturas)é bem mais eficiente que a expressão in vitro( coloca-se a mutação directamente na célula).
A escolha de sistema particular depende essencialmente das características da proteína e do uso que se lhe destina. 

Regra geral, a E.coli e um sistema apropriado quando é possível expressar as proteínas de forma solúvel, pois podem obter-se grandes quantidades de proteínas com a estrutura correcta e activa.

Caso contrario, e quando as proteínas requerem modificações pós-tradução, como glicosilação ou fosforilação, utiliza-se um sistema de expressão eucariótico.

( Se for um gene eucariótico terá de ser um cDNA, pois a bactéria não possui os mecanismos necessários para o splicing de intrões.

HOSPEDEIRO PROCARIONTE

( Para a produção da maioria das proteínas por engenharia genética usa-se E.coli como hospedeiro. Por um lado porque é organismo mais bem estudado, por outro, porque tem características de multiplicação fácil, crescimento rápido e económico.
( É escolhida como principal organismo hospedeiro para produzir grandes quantidades de proteínas, a partir de genes de origens diversas.

Em qualquer sistema, a estratégia básica para a expressão de proteínas passa pela clonagem do gene correspondente num vector de expressão e a sua transformação no hospedeiro. 
Usam-se hospedeiros especiais, nomeadamente estripes mutantes em que a degradação de proteínas é minimizada. 
Segue-se uma avaliação de estabilidade do vector e da proteína produzida assim como as características desta última.
Factores a optimizar
· Estabilidade da proteína heteróloga (introdução de modificações para as tornar aptas)
· Proteína de fusão (por mutagénese dirigida que contem um pedaço de enzima e a proteína que nos interessa - para a estabilizar)
· Estripes desprovidas de proteases 
· Quantidade – sistema de expressão

· Optimização da transcrição e da tradução

· Optimização do número de genes

· Adaptação do pool de tRNAs (ajustar a necessidade de eficiência á leitura dos codões que queremos codificar)
· Biomassa versus produção da proteína
· Purificação do produto 

· Proteínas de fusão ( “his tag” histidina adicionada á proteína fazendo com que a purificação seja mais facil)
· Excreção
( Muitas vezes procede-se a uma expressão directa. A sequência codificante de uma proteína é ligada directamente a sequências que controlam a transcrição e tradução, ficando precedida por um codão metionina de iniciação. Isto permite expressão, no citoplasma da bactéria, não só de proteínas citoplasmáticas, mas também de proteínas de secreção.
( Para resolver os problemas de purificação das proteínas e outros, como estabilidade, solubilidade e níveis de expressão, é frequente produzir proteínas de fusão. Nestes casos, as sequências codificantes da proteína relevante possuem as características apropriadas (proteínas transportadoras).
( Outra possibilidade é a de expressar as proteínas com pequenas caudas ou etiquetas (tags). Estas caudas são colocadas nas extremidades N ou C-terminal e permitem uma fácil purificação e/ou detecção da proteína. 


( Um exemplo é a cauda das histidinas formadas por 6 a 10 resíduos consecutivos que permitem a purificação da proteína por cromatografia de afinidade.


( Em qualquer dos casos, expressão de proteína de fusão ou de proteínas com cauda, é usual inserir no vector uma outra sequência codificante. 


( Estes tratamentos permitem que a proteína relevante seja separada da proteína transportadora ou de cauda, após a sua purificação.
Preferência por um codão – o código genético é degenerado, contudo nem todos os organismos têm preferência de possibilidades. Isto tem correspondência com o tRNA que vai ler esse codão com o respectivo anticodão, criando-se uma situação de equilíbrio.

Esta preferência por um codão intervém na correcção destas razões para tornar a transcrição mais eficaz.

Ex:  a leucina é codificada por 2 ou 3 codões específicos de um organismo. Tirando do contexto original temos outros organismos que usam esta sequência. Assim sendo a leucina vai ter mais RNA de transferência que noutros organismos.

A introdução de um outro codão vai facilitar esta transcrição.

HOSPEDEIROS EUCARIONTES

Os vectores de expressão eucariotico possuem características semelhantes ás requeridas por vectores procarióticos, com marcas de selecção, promotores adequados e sequências que ditam o início e fim da transcrição e tradução. 

Adicionalmente incluem sequências responsáveis pela poliadenilação das extremidades 3´do mRNA. Em qualquer caso, devido á maior dificuldade de manusear DNA de eucariontes, os vectores de expressão costumam possuir também uma origem de replicação e marcas genéticas bacterianas (shuttle vectors).

( A expressão de proteínas em eucariontes pode ser feita com vectores autónomos ou com vectores integrados nos cromossomas. Estes últimos, normalmente contêm sequências complementares a sequências do genoma para facilitar a recombinação e, locais específicos. 

( Os vectores autónomos têm de conter uma origem de replicação eucariótica autónoma que surge como alternativa á expressão em bactérias quando são necessárias modificações pós-tradução das proteínas por mecanismos não existentes em procariontes. 


· Glicosilação (adição de açucares):
· “o-linked” (grupo hidroxilo da serina e da treonina)

· “n-linked” (grupo amida da asparagina)
· Pontes de disulfito

· Fosforilação 

EXPRESSÃO HETRÓLOGA EM SACCHAROMYCES CEREVSE 

Utiliza-se este organismo devido ao seu carácter não patogénico, e também porque está codificado o genoma inteiro.

Vantagens:

· Organismo com classificação GRAS (generally recognizes as safe) - considerados seguros

· Muito bem conhecido do ponto de vista genético e fisiológico

· Muitos promotores indutíveis bem caracterizados

· Excreta poucas proteínas (facilita purificação dos produtos)

Uma das vantagens destes organismos resulta do facto das leveduras secretarem muito poucas proteínas. Assim uma proteína poderá ser facilmente purificada se for concebida para ser secretada.

Para isso, as sequências que codificam um sinal de secreção de proteínas de levedura são clonadas no vector, imediatamente antes do local de inserção do gene que se quer expressar. A secreção em leveduras torna-se necessária para conseguir certas modificações pós-tradução de proteínas.

Desvantagens:

· Alguns casos: 

· Baixos rendimentos

· Hiperlicosilação ( as cadeias de açúcar podem ser longas esta adição pode ter um impacte negativo se as cadeias forem longas de mais ou colocadas em sitos que não devem)

· Outras levedura : Hansenula polymorpha e Pichia pastoris (esta ultima é uma levedura metilotrófica apresentam maior rendimento na síntese de proteínas hetrólogas)
CÉLULAS DE INSETOS EM CULTURA – BACULOVIRUS RECOMBINANTE
 (recebe as articulas dos vírus, devido ás grades quantidades)
( A infecção de culturas de células de insectos com baculovirus recombinantes tem sido utilizada para a produção de muitas proteínas eucarióticas.

( O processo envolve a construção de moléculas recombinantes em plasmídeo bacterianos. A recombinação entre estes plasmídeos e o genoma dos vírus resulta na substituição de um gene vírico pelo gene que se quer expressar. 

( O gene fica sob a alçada de promotores e outros sinais de vírus e é expresso, após tranfecção, nas células de insectos.

( O gene que codifica a polihedrina no genoma viral do baculovirus tem um promotor particularmente forte

( A região codificante do gene pode ser substituída por um gene heterólogo.

( As células de insectos introduzem modificações pós-traducionais praticamente idênticas ás introduzidas por células de mamíferos, o que confere uma vantagem destas sobre as leveduras.

( Estas culturas são usadas para produzir mais de 50 proteínas (antigénios, interferão alfa e beta, eritropietina, interleuquina etc.)

CELULAS DE MAMÍFEROS E CULTURA (situações excepcionais)

( Ultimo recurso por ser um método dispendioso

( Podem usar-se células CHO (Chinese Hamster Ovary) para a produção de proteínas heterólogas.

1.2. DIAGNÓSTICO MOLÉCULAR

· ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent assey)

- 2º anticorpo ligado á enzima. 

- Utilização de placas ou microplacas que permitam a detecção rápida de uma substância tóxica no sangue. Presença de anticorpos contra doenças, etc.

- Ensaio que detecta determinadas substância dependentes da mobilização de anticorpos específicos. O anticorpo está imobilizado.

· ANTICORPOS MONOCLONAIS 

- Não são policlonais- são anticorpos diferentes pelo mesmo antigénio. 

- O monoclonal tem apenas um anticorpo contra um epítopo de determinado antigénio. 

- A vantagem recai sobre a necessidade de ter instrumentos de diagnóstico e terapêuticas que são reprodutíveis.

· SONDA DE DNA

- Detecta especificamente determinados organismos patogénicos

· RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

· DETECÇÃO DE MUTAÇÕES NUMA ÚNICA BASE DE PCR

-Pode basear-se no facto de a reacção de PCR não funcionar

AGENTES TERAPÊUTICOS 

Depois do DNA recombinante

· ENZIMAS (Dnase I, acumulação de fenalanina amónia liase) 

· EX: fibrose cística- doença infecciosa segundo uma cultura de colónias bacterianas que se alojam nos pulmões. O sistema imunitário ataca esta infecção lisando as células, contudo esta lise faz libertar o DNA bacteriano que é bastante longo e denso, apresentado uma particularidade mucosa e d difícil eliminação. A terapia consiste na inalação de DNAse que vai quebrar e destruir estas moléculas.
· ANTICORPOS MONOCLONAIS (tratamento do cancro, anticuagulantes..)

· ÁCIDOS NUCLEICOS (antisense RNA ou DNA, RNAi)

Silenciar a expressão dos genes para a introdução de ácidos nucleicos completa com RNAm que queremos silenciar

( Cada amostra de DNA quando usado como molde de PCR nos pirmers específicos que hibridem e cada zona do genoma.





  
RNA INTERFERENCE (RNAi)
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TERAPIA GÉNICA

Terapia génica consiste na introdução de um gene terapêutico num tecido ou tipo de célula.

Ainda nenhuma forma de terapia genética é usada rotineiramente, mas alguns dos testes feitos dão resultados promissores.
QUESTÕES MAS IMPORTANTES A RESOLVER:

1. Fazer chegar o gene terapêutico ás células/tecidos certos- ESPECIALIDADE
a. Vírus com vectores de transferência

i. Têm a vantagem de ser muito específicos (demais?)

ii. Podem integrar-se no genoma provocando mutações perigosas.

iii. Podem provocar reacções imunogénicas

b. Outras formas de transferi o DNA terapêutico

i. Lipossomas (pequenas vesículas lipidicas)

ii. Protegido por polímeros de lisina (constrói-se partículas artificialmente com a especificidade das células)

iii. Nu
2. Determinar o grau de rigor necessário na regulação da expressão do gene terapêutico
1.4.
VACINAS
O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante possibilitou a produção de novos tipos de vacina.

· Vacinas de subunidade – são vacinas que utilizam partes do microrganismo patogénico, em vez do microrganismo completo, para desencadear a resposta imunitária.
ex: proteínas de revestimento do microrganismo

· Vacinas genéticas – imunização é conseguida através da administração de ácidos nucleicos nus que codificam um antigénio.
      - nova geração de vacinas atenuadas, impossibilitadas de reverter para virulência.


Ex: muitas vezes, genes mutantes
· Vacinas dependentes do vírus vaccinia – vírus não específico, versátil, óptimo vector de vacinas. Características dos vírus:
· Provocas infecções benignas

· Codifica todas as enzimas necessárias á sua replicação e expressão dos seus genes 

· Infecta várias espécies animais, vertebrados e invertebrados
Bactérias com vectores de antigénios

1.2. ENGENHARIA GENÉTICA DE PLANTAS

As plantas são organismos especialmente adequados para o melhoramento genético devido a uma série de propriedades:

1. Possuem um ciclo de vida curto, o que permite a selecção rápida de novas características.

2. As plantas podem ser autofecundadas o que permite a fixação de uma nova característica introduzida.

3. As plantas produzem uma progénie muito numerosa, o que permite o aparecimento de mutações raras, aumentando a diversidade sobre a qual a selecção pode actuar.

A aplicação da tecnologia do DNA recombinante ás plantas é ainda facilitada pelo facto de as células vegetais isoladas manterem a capacidade de totipotência, ou seja, manterem a capacidade de regenerar um organismo completo. Isto significa que a manipulação genética de células pode dar origem a plantas adultas contendo o novo gene em todas as suas célula, ou seja, dar origem a organismos trangénicos.
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Métodos de transformação de plantas
A obtenção de plantas transformadas, possuindo todas as suas células um gene introduzido de novo no seu genoma (transgénicas), está dependente da possibilidade de realização de duas metodologias:

1. Inserção do transgene com sucesso no genoma de uma célula vegetal.

2. Regeneração de uma planta completa a partir das células transformadas.

A posbilidade de obtenção de plantas transgénicas está dependente do apuramento de um método que permita não somente a regeneração, mas a regeneração eficiente de um número elevado de plantas a partir das células ou tecidos transformados.

Os métodos que se revelam como os mais bem sucedidos são:

· Transferência mediada por Agrobacterium tumefaciens
· Tecnologia de bombardeamento de partículas

Os elementos normalmente incluídos no DNA que se pretende inserir no genoma de células vegetais são:
· Gene de interesso ou gene alvo associado a um promotor

· Gene marcador (marca de selecção)

· Sob a regulação de um promotor adequado.

Transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens
A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria do solo que infecta um grande número de plantas dicotiledóneas, penetrando através de um local de ferimento, e causando nestas o crescimento de tumores. 

Estes tumores resultam da transferência, integração e expressão nas células da planta de um segmento especifico do DNA bacteriano designado T-DNA (DNA transferido).
O T-DNA constitui parte do plasmídeo Ti que ocorre nas células de A. tumefaciens e é responsável pela capacidade infecciosa da bactéria.

O plasmídeo possui um grupo de genes vir (virulência) que durante o processo infeccioso são activados por sinais químicos provenientes de um ferimento nos tecidos vegetais e os seus produtos de expressão vão mediar a transferência e integração do T-DNA no genoma de uma célula vegetal.


A forma de explorar a capacidade da A. tumefaciens, consiste em alterar o T-DNA, eliminando os genes tumorais e o gene para a opina, substituindo-os pelo gene que se pretende introduzir.

Os únicos elementos que são necessários de manter são as sequências dos “limites”.



Transformação por bombardeamento de partículas 

Este método consiste em disparar directamente sobre células ou tecidos vegetais minúsculas esferas de metal revestidas com DNA.

· O fragmento de DNA utilizado pode ser linear ou circular, e pode incluir apenas o gene de interesse e o gene marcador de selecção.

· Aquando do bombardeamento, as microparticulas penetram nas células, atravessando a parede celular e a membrana.

· Através de um processo desconhecido, o DNA é integrado no genoma da célula dando origem a células transformadas com uma certa frequência.

1.3. ANIMAIS TRANGÉNICOS
Em mamíferos, os avanços mais significativos nestes estudos devem-se:

· Desenvolvimento de tecnologia que permitem a obtenção de mutações bem definidas em ratinhos:

· Quer pela introdução de novos genes ou elementos de controlo da expressão dos genes escolhidos;

· Quer pela inactivação dirigida de qualquer gene, praticamente em qualquer momento do desenvolvimento embrionário e em qualquer tecido ou órgão.

· Tornou-se possível transmitir hereditariamente tais mutações programadas, de maneira a criar estripes de animais mutantes.

Ratinhos transgéicos: 
Tornaram-se a espécie de eleição devido:
· Ao tempo de geração relativamente rápido

· Existência de um numero relativamente elevado de mutações afectando o comportamento e a cor do pêlo.

( A trangénese traduz a introdução de sequências de DNA viral em embriões e observação das suas transmissões verticais, de geração em geração.

( O principio geral é baseado na integração estável de uma molécula de DNA, contendo o gene estrutural e o promotor desejado, num tecido capaz de originar as células da linhagem germinal.


Métodos:
Existem vários métodos para introduzir moléculas de DNA exógeno no núcleo de células em cultura. São eles:
1. Vectores retrovirais 

2. Microinjecção

3. Células geneticamente modificadas

Moléculas de DNA introduzidas em células em divisão vão emparelhar com os genes da própria célula, em regiões dos cromossomas cuja sequência seja parecida (ou homóloga) com a sequência da molécula introduzida.

VECTORES RETROVIRAIS

· 1ª fase 
· Usa-se um retrovirus com um gene de interesse para transformar o embrião.

· Introduz-se na fêmea a verifica-se a expressa nos descendentes (não é um método muito eficaz)

·  2ª fase
· Estimula-se uma ovulação exagerada

· Promove-se a fertilização no acasalamento

· Mata-se a fêmea e retira-se os ovos
MICROINJECÇÃO



CÉLULAS GENETICAMENTE MODIFICADAS
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- Substituição da região por uma outra silenciadora





- RE- enhenced recmbination – activa o baço esquerdo do cromossoma para se este a participar no mating type.





Braço esquerdo do cromossoma activado para assim activar ou reprimir o corte feito.





Região α utilizada para reparar o corte de endonuclease no lotus mate. – Funciona como promotor das células  e é activado da célula a( está activada pela endonuclease e assim recombina-se com ais facilidade.





- Indisponível ara a recombinação 


α2 – repressão dos genes a e o activador do braço esquerdo na recombinação.





- Disponível para recombinação


Activação só temos MCM1, logo a célula  vai escolher como molde preferencial o braço esquerdo do cromossoma.





Elf-2





Elf-2





As bibliotecas genómicas constroem-se normalmente com DNA digerido PARCIALMETE com a enzima de restrição SAU 3A para obter a maior diversidade possível de fragmentos.
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( Agarra num conjunto de células 


( Isola mRNA que lá se encontra.


( Todos possuem uma cauda poli-A (oligolítica TTTT)- evita a degradação da cadeia.


( Degrada-se o fragmento





Os cosmídeos propagam-se como plasmídeos mas constroem-se como se fossem fagos, tirando partido do facto de ser possível fazer o empacotamento in vitro de partículas virais.








Sonda de DNA com híbrido depois de desnaturar.


- Liga-se o anticorpo secundário que reconhece uma parte não empírica do anticorpo primário.





- A partir da enzima que catalisa a reacção cromogénica (luz ou cor), faz-se a localização da colónia que produz a nossa proteína. 





- Transformação de um hospedeiro mutante com plasmídeo de uma biblioteca construída a partir de DNA de células selvagens e selecção de clones que apresentam fenótipo selvagem (só para mutações recessivas)


- A complementação funcional pode ser homóloga ou hetróloga (gene de um organismo diferente)








Os fagos recombinantes são plaqueados num tapete de bactérias, e placas de petri.


As placas fágicas são cobertas com uma membrana previamente impregnada numa substância, IPTG, que funciona como indutor da expressão da B-galactosidase. 


Verifica-se assim uma enorme expressão das proteínas de fusão, codificadas pelos fagos recombinantes, que se vão ligar á membrana.


A membrana é retirada e incubada com anticorpos específicos que reconhecem e se ligam ás proteínas de fusão produzidas por algum(s), fago(s) recombinante(s).








- Método usado quando não existe uma sonda de DNA, mas existe um anticorpo contra a proteína codificada pelo gene de interesse.


- Só pode ser usado quando a sequência de DNA clonado for transcrita e traduzida.


- É um procedimento semelhante á hibridação de colónias/placas fágicas, mas usando um anticorpo primário e um anticorpo secundário conjugado com uma enzima adequada, em vez da sonda de DNA.








Na marcação de DNA (preparação de sondas) pelo método dos iniciadores de sequência aleatória, obtém-se uma série de fragmentos de DNA marcado, todos eles complementares ao DNA molde. O conjunto destes fragmentos constitui a sonda.





Uma aliquota de uma biblioteca genómica de um dado organismo, constituída por fagos recombinantes, p e. é utilizada para infectar uma cultura de células bacterianas.


O material é colocado numa placa de petri com meio nutritivo e, após algum tempo, surgem as placas fágicas, com pequenos pontinhos, no meio de um tapete de bactérias.


Cada placa de petri é coberta com uma membrana (de nylon, nitrocelulose, p e), marcando-se a sua posição relativamente á placa. Assim a membrana contém uma réplica de fagos presentes na placa de petri, mantendo o mesmo padrão de distribuição espacial dos diferentes tipos de fagos.





( Por hibridação de DNA (hibridação de colónias ou hibridação de placas) – por exemplo, se tivermos um gene homólogo ou suficientemente similar ao gene que queremos isolar, utilizando uma sonda para fazer o rastreio de qualquer biblioteca.





( Por detecção da produção de uma proteína (ensaio imunológico) – se tivermos anticorpos contra proteína, utilizando métodos imunológicos para isolar o gene correspondente por detecção do seu produto (proteína). Este processo é mais aplicado a bibliotecas de cDNA (eucarióticas) devido á ausência dos intrões dos genes.





( Por complementação funcional – é usado para isolar genes que não existem ou estão deficientes (mutados) num determinado hospedeiro.








( Em muitos casos as proteínas eucariontes produzidas em bactérias são instáveis ou não têm actividade biológica.


( Nalguns casos é difícil evitar que compostos bacterianos tóxicos ou pirogénicos sejam co-purificados com o produto.


( Qualquer proteína humana que se pretenda utilizar como medicamento tem que ser completamente idêntica á natural em todas em todas as suas propriedades.


( Apenas as células eucarióticas realizam codificações pós-traducionais das proteínas, que são muitas vezes necessárias á sua necessidade biológica.
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1ª reacção de PCR, temos 1 primer sem mutação e dois primers com mutação


2ª reacção as cadeias com a polimerase associada é que associam a mutação.





As mutaçõe não podem ser nas extremidades das cadeias, porque depois, aquando da hibridação, não há complementação das mutações inseridas. (pode consagrar na extremidade 3´) a mutação tem de ser inserida no meio da cadeia para ter emparelhamento em ambos os lados.
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hibrido





Linfócito B





Produz anticorpos





mielana





Capacidade de multiplicação





( Mecanismo natural dos organismos


( Existe em muitas células, essencialmente em procariontes superiores.


( Introduz nas células RNA em cadeia dupla que se liga a uma nuclease específica, permitindo assim a clivagem com fragmentos de RNA original.


( Objectivo:


Estudo de uma determinada célula quando o efeito do gene através do mRNA, ou através da sua expressão.








Hibridar com mRNA e trazer a nuclease, promovendo a não expressão do gene do RNA mensageiro





Proteína que não necessita de intrevir na activação-


( MCM1 activa unicamente





O promotor α é fraquíssimo. A polimerase sozinha não faz nada.





Gene já activado pelo MCM1
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O corte parcial permite obtermos uma quantidade suficiente de fragmentos:





( Para termos o maior numero de moléculas de tamanho diferente, isto é, diferentes locais de corte.


( Gera uma grande diversidade 


( Todas as combinações de digestão parcial são dadas idealmente





São vectores híbridos, derivados de plasmídeos e fagos.


Características especiais:


São plasmídeos que possuem extremidades cos do genoma do fago λ (serve para circularizar o fago por hibridação desta extremidade)


São utilizadas como meio de empacotamento de plasmídeos em partículas fágicas.
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Comporta insertos até 1000Kb


Propaga-se em plasmídeo.


Origem de replicação em levedura, TRP, URA, ARS


 Dois genes para selecção de levedura, que lhes permitem comportar-se como um cromossoma normal de levedura.


Um gene resistente á ampicilina e origem de replicação de E.coli


Um centrómero (cromossoma fundamental para a mitose) 
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Vantagens:


- Criar resistência a herbicidas


- Criar resistência a doenças.








“Gdden rice”- ter proteínas para curar a cegueira.
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O processo começa pelo corte na região dos “limites”, com libertação do T-DNA, que é transferido para a célula vegetal


O T-DNA é integrado num local aleatório do DNA da planta


Os genes localizados no T-DNA são activados após a inserção e vão provocar a formação do tumor.


Este gene inclui o gene da opina (aminoácido modificado), molécula que vai ser secretada e utilizada como fonte de carbono e azoto pela bactéria.
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Não consegue regenerar na totalidade.





Activador da transcrição





Repressor 





Haploide especific gene





( O ciclo de vida de um retrovirus inclui a infecção da célula e a produção de cópias de DNA a partir de RNA do vírus;


( O DNA viral é então transportado para o núcleo e integrado no DNA do hospedeiro, em locais múltiplos.


( Segue-se a transcrição do mRNA sob a acção do promotor presente. 


( Após a tradução formam-se cápsides virais contendo duas cadeias de RNA e transcritase reversa.


( Finalmente os vibrões são libertados pela célula e estão aptos a infectar outras células
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Um método mais simples e mais eficaz, consiste na microinjecção de um vector de DNA recombinante directamente num dos pró-núcleos de um ovo fertilizado.


( Esses ovos são colhidos 2 horas após a fecundação e micromanipulados em cultura sob controlo microscópico.


( Após a microinjecção do DNA recombinante, estes ovos são reimplantados no oviducto de fêmeas receptoras.


( Nos casos com sucesso, o ovo fertilizado progride em direcção ao útero, retomando o seu desenvolvimento, dando origem a um animal transgénico





Células pluripatentes- fáceis de transformar





Células esteminais





Transcrição basal- modo como a célula se comporta, quando não existe nem activadores nem inibidores da acção pretendida
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- Os fagos apresentam algumas vantagens em relação a plasmídeo, ou derivados, nomeadamente, como vectores para construir bibliotecas de genes. Podem ser plaqueados em alta densidade e o DNA nas placas fágicas está mais prontamente acessível ao rastreio de genes do que DNA de plasmídeos no interior de células bacterianas.
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( Existe RNA que não necessitamos e precisamos de nos libertar dele.


( Promove-se uma RNAse juntamente com um nucleótido= RNAi ( sonda


( Estes pares de bases percorrem a cadeia á procura de uma zona de encaixe para a libertar.
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