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Uma alternativa a marcagio com GFP para detectar
a localizagio intracelular de uma proteina ¢ modificar o
gene de interesse fusionando-o a uma pequena sequéncia
de DNA que codifica uma curta regido de aminodcidos
reconhecida por um anticorpo monoclonal conhecido.
Esse peptideo curto que pode ser ligado por um anticor-
po € chamado de epitopo; assim, o mérodo é conhecido
como marcagio de epitopo. Apos a transfeccio com um
plasmideo de expressio contendo o gene modificado, a
proteina marcada com epitopo expressa pode ser detec-
tada por marcagao imunofluorescente das células com o
anticorpo monoclonal especifico para o epitopo. A esco-
lha entre 0 uso de um epitopo ou a GFP para se marcar
uma determinada proteina geralmente depende dos tipos
de modificatdo que um gene clonado pode tolerar ¢ ain-
da permanecer funcional.

CONCEITOS-CHAVE da Secao 5.3

Uso de fragmentos de DNA clonados para estudo da

expressao génica

* O Southern blotting pode detectar um finico frag-
mento de DNA especifico em uma mistura complexa
pela combinagio de eletroforese em gel, transferéncia
{blotting} das bandas separadas para um fiftro ¢ hi-
bridizagio com uma sonda de DNA complementar
radiativamente marcada {ver Figura 5-26). A técnica
semelhante de Nortbern blotting detecra um RNA es-
pecifico em uma mistura,

= A presenga e a distribuigio de mRNAs especificos po-
dem ser detectadas em célnlas vivas por hibridizagao
i sitss. '

* A andlise de microarranjos de DNA detecta simulta-

neamente o nivel relativo de expressio de milhares de

genes em diferentes tipos de células sob diferentes con-

digdes (ver Figura 5-29), .

A andlise conjunta de dados de miltiplos experimen-

105 de microarranjos de expressao pode identificar

genes regulados de mancira semelhante sob vdrias

condigdes, Os genes corregulados geralmente codifi-
cam proteinas que possuem fungdes biologicamente
relacionadas.

* Vetores de expressdo derivados de plasmideos permi-
rem & produgio de quantidades abundantes de uma
proteina a partir de um gene clonado,

* Vetores de expressio eucaritticos podem ser usados
para expressar genes clonados em leveduras ou células
de mamiferos. Uma aplicagio importante desses méto-
dos € a marcagio de proteinas com GFP ou um epita-
po para dereccio por anticorpo.

54 Localizacao e identificacao de genes de
doencas humanas

Doengas hereditirias humanas sio a consequéncia
M fenotipica de genes humanos defeituosos. A Tabela
5-2 lista vdrias das doengas hereditdrias de ocorréncia

mais comum., Embora um gene de “doenga™ possa resul-
tar de uma nova mutagio surgida na geragdo anterior, 3
maioria dos casos de doengas hereditirias ¢ causada por
alelos mutantes preexistentes passados de uma geragdo.

para a outra por varias geragocs. M

Geralmente a primeira etapa para identificar a cau-
sa subjacente em qualquer doenga humana hereditdria &
identificar o gene afertado e a proteina que ele codifica, A
comparagio de sequéncias de um gene de doenca e seu
produto com aquelas de genes ¢ proteinas cujas sequén-
cia ¢ fungao sdo conhecidas pode fornecer pistas para as
causas moleculares e celulares da doenga. Historicamen-
te, 0s pesquisadores tém utilizado quaisquer indicagoes
fenotipicas que possam ser relevantes para fazer supo-
siges sobre a base molecular de doencas hereditirias
Um exemplo inicial de suposi¢io bem-sucedida foi a
hipotese de que a anemia falciforme, reconhecidamente
uma doenga de celulas sanguineas, poderia ser causa-
da por uma hemoglobina defeituosa. Essa ideia levou 3
identificagio de uma alteragio de aminoacido especifica
na hemoglobina que causa polimerizagio das moléculas
de hemoglobina defeituosas, causando a deformacio em
forma de foice das hemdcias nos individuos que herda-
ram duas cépias do alelo Hb' da hemoglobina falcémica,

O mais comum, no entanto, ¢ que 0s genes responsd:
veis por doengas hereditirias precisem ser identificados
sem nenhum conhecimento prévio ou hipétese razoivel
sobre a natureza do gene afetado ou seu produto, Nesti
segiao, serd vigth como geneticistas podem identificar o
gene responsavel por uma doenga hereditiria seguindo
a segregagio da doenga nas familias, A segregagio da
dognga pode ser correlacionada com a segregacio de vis
rios outros marcadores genéticos, eventualmente levan-
do 4 identificagio da posigio cromossdmica do gene afe-
tado. Esta informagio, juntamente com o conhecimento
da sequéncia do genoma humano, pode enfim permitir
gue o gene afetado ¢ a mutagio causadora da doenga
sejam idenrificados.

Doencas monogénicas apresentam um dos?és
padroes de heranca

Doengas genéticas humanas que resultam de mutagio em
um gene especifico sio chamadas de monogénicas e exis
bem diferentes padroes de heranga, dependendo da naru-
reza ¢ da localizagio cromossémica dos alelos envolvidos,
Um padrio caracteristico exibido por um alelo dominante
em um autossoma (i.e., um dos 22 cromossomos humanos
que ndo € um cromossomo sexual), Como um alelo anros:
samico dominante ¢ expresso no heterozigoto, geralmen-
te pelo menos um dos genitores de um individuo afetado
também terd a doenga. Muitas vezes as doengas cavsadas
por alelos dominantes se manifestam tardiamente, apés a
idade reprodutiva. Se nio fosse assim, a selegio natural
teria eliminado o alelo durante a evolugio humana, Um
exemplo de doenca autossomica dominante é a sindrome
de Huntington, um distirbio neurolégico degenerativo que
geralmente surge na meia-idade. Se um dos genitores for
portador de um alelo HD mutante, cada um dos seus filhos
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Defeitos moleculares e celulares

Incidéncia

Hemoglobina anormal causa deformacao
das hemadcias, que podem ficar presas nos
capilares; também confere resisténcia a
maldria

Canal de cloro defeituoso (CFTR) em
células epiteliais leva a muco excessivo nos
pulmoes

Enzima defeituosa do metabolismo de
fenilalanina (tirosina hidroxilase) resulta em
excesso de fenilalanina, causando retardo
mental, a menos que restrita pela dieta

Enzima hexoaminidase defeituosa leva ao
acumulo de esfingolipideos em excesso nos
lisossomos dos neurdnios, prejudicando o
desenvolvimento neural

1/625 de origem subsaariana

1/2.500 de origem europeia

1/10.000 de origem europeia

1/1.000 judeus do leste europeu

Proteina neural defeituosa (huntinina) pode
formar agregados, danificando o tecido
neural

Receptor de LDL defeituoso leva ao excesso
de colesterol no sangue e ataques cardiacos

1/10.000 de origem europeia

1/122 francocanadenses

precoces

-

prejudicada

descontroladas

Proteina citoesquelética distrofina
defeituosa leva a fungdo muscular

Elemento de coagulagao sanguinea
fator VIl defeituoso leva a hemorragias

1/3.500 homens

1-2/10.000 homens

nente de género) terd uma chance de 50%
o mutante e ser afetado (Figura 5-35a).
recessivo em um autossomo exibe um pa-
pacio bastante diferente. No caso de alelo
recessivo, ambos os genitores devem ser
portadores do alelo para que seus filhos
e ser afetados pela doenga. Cada filho de
erozigoto possui uma chance de 25% de
os alelos recessivos e assim ser afetado,
e 50% de receber um alelo normal e um
¢ assim ser um portador, e uma chance de
r dois alelos normais. Um exemplo claro de
dmica recessiva € a fibrose cistica, que re-
¢ para canal de cloro defeituoso chamado
-35b}. Individuos com grau de parentesco
em primeiro ou segundo grau) apresentam
ativamente alta de serem portadores dos
; recessivos. Assim, filhos de pais relaciona-
ce muito maior do que aqueles de pais nio
e serem homozigotos para uma doenga au-
iva ¢, portanto, afetados por ela.

padrdo comum de heranga ¢ aquele de
ivo ligado ao X, Um alelo recessivo no
sera com mais frequéncia expresso em

homens, que recebem apenas um cromossomo X de suas
mies, mas nao em mulheres, que recebem um cromos-
somo X de sua mie e outro de seu pat. Isso leva a um
padrao de segregagdo distinto ligado ao sexo no qual
a doenca ¢ exibida com frequéncia muito maior em
homens do que em mulheres. Por exemplo, a distrofia
muscular de Duchenne (DMD), uma doenga muscular
degenerativa que afeta especificamente homens, ¢ cau-
sada por um alelo recessivo no cromossomo X. A DMD
apresenta o tipico padrio de segregagao ligado ao sexo
no qual mées heterozigotas e, portanto, fenotipicamente
normais, podem atuar como portadoras, transmitindo o
alelo da DMD e em consequéncia a doenga para 50% de
sua prole masculina (Figura 5-35c¢).

Polimorfismos de DNA sao utilizados como
marcadores para o mapeamento de ligagao de
mutacées humanas

Uma vez determinado o modo de heranga, a proxi-
ma etapa para se determinar a posi¢io de um alelo de
doenca é mapear geneticamente sua posi¢do em relacao a
marcadores genéticos conhecidos usando o principio bd-
sico da ligagao genética descrito na Segdo 5.1. A presenga
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(a) Autossémica d" AHP/A* X At/Aar @
dominante: Afetado
sindrome de l
Huntington

Homens e mulheres

AND/A‘F A+/A+
Afetado Nao afetada
(b) Autossémica o ACFTRAY . ACFTRA+ Q
recessiva: Portador Portadora

fibrose cistica

Homens e mulheres

AW/ACFTH ACFTR/A+ A+/ACFTH At/At
Afetado Portador  Portador Nao portador
’
(c) Recessiva ligada g Xty x XOMDsx+ ©Q
ao X: distrofia Portadora
muscular de l
Duchenne
Homens Mulheres
XMy Xty XOMD/x+ — x*yx+
Afetado Nao afetado Portadora Nao
portadora

FIGURA 5-35 Trés padrées de heranca comuns para doengas
genéticas humanas. Autossomos (A) € cromossomos sexuais (X e Y)
selvagens séo indicados por sinais de soma sobrescritos, (a) Em um dis-
turbio autossomico dominante como a doenca de Huntington, apenas
um alelo mutante é necessario para produzir a doenca. Se um dos ge-
nitores for heterozigoto para o alelo mutante HD, seus filhos terdo uma
chance de 50% de herdar o alelo mutante e desenvolver a doenca. (b)
Em um disturbio autossémico recessivo como a fibrose cistica, dois alelos
mutantes devem estar presentes para produzir a doenga. Ambos os geni-
tores precisam ser heterozigotos portadores do gene mutante CFTR para
que seus filhos corram risco de serem afetados ou portadores. (c) Uma
doenca recessiva ligada ao X como a distrofia muscular de Duchenne é
causada por uma mutacao recessiva no cromossomo X e exibe o tipico
padrao de segregacao ligado ao sexo. Homens nascidos de maes hetero-
zigotas para um alelo DMD mutante possuem 50% de chance de herdar
um alelo mutante e ser afetado. Mulheres nascidas de maes heterozigo-
tas possuem 0% de chance de serem portadoras.

de varios tragos, ou marcadores, genéticos diferentes ja
mapeados, distribuidos ao longo de um cromossomo, fa-
cilita 0 mapeamento de uma nova mutagio: determina-se
sua possivel ligagdo com esses genes marcadores em cru-
zamentos apropriados. Quanto mais marcadores estive-
rem disponiveis, mais preciso serd 0 mapeamento de uma
mutacao. A densidade de marcadores genéticos necessaria
para um mapa genético humano de alta resolugao é de
cerca de um marcador a cada 5 centimorgans (¢cM) (con-
forme discutido, uma unidade de mapa genético, ou cen-
timorgan, é definida como a distancia entre duas posicdes
a0 longo de um cromossomo que resulta em um individuo
recombinante a cada 100 descendentes). Portanto, um
mapa genético de alta resolucao necessita de 25 ou mais
marcadores genéticos em posigdes conhecidas espalhados
ao longo de cada cromossomo humano.

Nos organismos experimentais comumente utilizados
em estudos genéticos, numerosos marcadores com feno-
tipos facilmente identificiveis estdo disponiveis para o
mapeamento genético de mutagoes. Isso nao acontece no
mapeamento de genes cujos alelos mutantes estdo associa-

dos a doencas hereditarias em seres humanos. Con
a tecnologia de DNA recombinante disponibilizou
variedade de marcadores moleculares tteis baseados @
DNA. Como a maior parte do genoma humano nio cod
fica proteinas, existe uma grande quantidade de variag
de sequéncia entre os individuos. De fato, estima-se g
diferengas nucleotidicas entre individuos nao relacion
dos sejam detectadas em média a cada 10” nucleotideg
Se essas variagoes na sequéncia de DNA, chamadas de
limorfismos de DNA, puderem ser acompanhadas de

genéticos para estudos de ligagio. Atualmente, um pain
com cerca de 10" polimorfismos diferentes conhecidg
cuja localizagio foi mapeada no genoma humano, ¢ util
zado para estudos de ligagio genética em seres humanos

Polimorfismos de nucleotideo iinico (single nucleot
de polymorphisms, SNPs) constituem o tipo mais ab I
dante e, assim, ttil para construir mapas geneéticos d
resolugao maxima (Figura 5-36). Outro tipo (il de
morfismos de DNA consiste em uma sequéncia com n
mero varidvel de repeti¢oes de uma, duas ou trés base
Esses polimorfismos, conhecidos como repetigoes de s¢
quéncia simples (SSRs) ou microssatélites, sio forma
presumivelmente por recombinagio ou por um mecani
mo de deslizamento ou do molde ou das fitas recém-
tetizadas durante a replicagio do DNA. Uma caracte
tica urtil das SSRs é que individuos diferentes geralme
terdo diferenre3 numeros de repeti¢oes. A existéncia
miltiplas versoes de uma SSR torna mais provavel a pre
dugdo de um padrio de segregacio informativo em u
dado heredograma e, portanto, tém uso mais geral
mapeamento das posi¢oes de genes de doencas. Os poll
morfismos podem ser detectados por meio de ampli
¢ao por PCR e sequenciamento de DNA.,

Estudos de ligacdo podem mapear genes
relacionados a doengas com resolugio de
aproximadamente 1 centimorgan

Sem considerar todos os detalhes técnicos, sera viste

como um alelo que confere dererminada caracteristica
dominante (p. ex., hipercolesterolemia familiar) pode se

deo tnico (SNPs) podem ser acompanhados como marcadores

néticos. Heredograma hipotético baseado na analise de SNPs do DN/
de uma regido de um cromossomo. Nesta familia, o SNP existe co
A, T ou C. Cada individuo possui dois alelos: alguns tém A em a
05 Cromossomos, & outros sao heterozigotos neste sitio. Os circ
indicam mulheres; quadrados indicam homens. Azul indica individ
nao afetados; laranja indica individuos com a caracteristica. A analise
revela que a caracteristica segrega com um C no SNP.



/A primeira etapa ¢ obter amostras de DNA de
embros de uma familia contendo individuos
a doenga. O DNA de cada individuo afe-
aferado ¢ analisado para se identificar um
o de polimorfismos de DNA conhecidos
tipo SSR ou SNP podem ser usados). O pa-
gacdo de cada polimorfismo de DNA em
¢ comparado com a segregagao da doengas
a se encontrar aqueles polimorfismos que
juntamente com a doenga. Por fim, a
utacional dos dados de segregagao ¢ utiliza-
ulo da probabilidade de ligacdo entre cada
mo de DNA ¢ o alelo causador da doenga.

0s dados de segregagio sio coletados de
ias que exibem a mesma doenga e agru-
mais familias que exibem determinada
erem ser examinadas, maior serd a signifi-
ica de evidéncia de ligacdo a ser obtida e
si0 com a qual a distancia serd medida en-
morfismo de DNA e um alelo de doenga liga-
ia dos estudos familiares possui um maximo
uos nos quais a ligagdao entre um gene de
i pamel de polimorfismos de DNA pode ser
e niimero de individuos define o limite su-
o da resolugio do estudo de mapeamento
1 centimorgan, ou uma distancia fisica de
mente 7,5 x 10" pares de bases.

pmeno chamado de desequilibrio de ligacao
uma estratégia alternativa, que geralmente
1 grau de resolugao maior em estudos de ma-
abordagcm depende de circunstancias par-
s quais uma doenga genética comumente en-
determinada populagiio resulte de uma tinica
da hd muitas geracoes. Os polimorfismos
gados pelo cromossomo ancestral sao cole-
hecidos como haplitipo daquele cromosso-
a que a doenga é transmitida de uma geragao
apenas os polimorfismos mais proximos ao
a ndo serdo separados dele por recombina-
itas geragoes, 4 regiao que contém o gene
ficard evidente porque sera a tinica regido do
0 que portar o haplétipo do cromossomo an-
cado por muitas geracoes (Figura 5-37). Ao
ribuigio de marcadores especificos em todos
afetados em uma populagao, os geneticis-
v identificar marcadores de DNA associados a
ando o gene associado com a doenga em
relativamente pequena. Em condigoes ideais,
desequilibrio de ligagio melhoram a resolu-
os de 0,1 centimorgan. O poder de resolu-
o provém da habilidade de se determinar
rfismo e o alelo da doenga foram alguma
0 por um evento de recombinagio meidtica
r momento desde o surgimento do alelo da
cromossomo ancestral — em alguns casos, isso
de marcadores que estao tdo proximos ao
enga, que, mesmo apos centenas de meioses,
m sido separados por recombinagio.
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Geragao Nova mutagéo em
1 determinado —__ o

haplotipo

Cromossomo
com haplétipo
diferentes

l Recombinagdo meidtica

Geracgao
2

Geracao lx ll ll !x !l !‘ xi !l

FIGURA 5-37 Estudos de desequilibrio de ligacao de popula-
¢bes humanas podem ser usados para mapear genes em alta reso-
lugdo. Uma nova mutagdo de doenga ird surgir no contexto de um cro-
mossomo ancestral dentre um conjunto de polimorfismos conhecido
como haplétipo (indicado em vermelho). Apds varias geragoes, 0s cro-
mossomos portadores da mutagao da doenga também serdo portado-
res de segmentos do haplétipo ancestral que nao foram separados da
mutagao da doenga por recombinacao. Os segmentos em azul destes
cromossomos representam haplotipos gerais derivados da populacao
em geral, e ndo do haplétipo ancestral ae qual a mutacao originalmen-
te surgiu. Este fenomeno é conhecido como desequilibrio de ligacdo,
A posicao da mutagao da doenca pode ser localizada pela triagem de
cromossomos contendo a mutagao da doenga para polimorfismos bem
conservados correspondendo ao haplotipo ancestral,

Analises adicionais sao necessarias para se localizar
um gene de doenga em um DNA clonado

Embora 0 mapeamento de ligagao geralmente localize
um gene de doenga humano em uma regiao contendo
cerca de 10° pares de bases, mais de 10 genes diferentes
podem estar localizados na mesma regido. O objetivo
final de um estudo de mapeamento € localizar o genc
dentro de um segmento clonado de DNA e, entdo, de-
terminar a sequéncia nucleotidica deste segmento. As es-
calas relativas de um mapa genético cromossomal e de
mapas fisicos que correspondem a conjunms ordenados
de clones de plasmideos ¢ a sequéncia nucleotidica sao
apresentados na Figura 5-38.

Uma estratégia para localizagao adicional de um
gene de doenga em um genoma € identificar o mRNA
codificado pelo DNA na regido do gene em estudo, A
comparagao da expressao génica em tecidos de indivi-
duos normais e afetados pode sugerir tecidos nos quais
um determinado gene de doenga € normalmente expres-
so. Por exemplo, uma mutag¢do que afeta fenotipicamente
o masculo, mas nenhum outro tecido, pode estar em um
gene expresso apenas no tecido muscular. A expressio
de mRNA em ambos os individuos normal e afetado é
geralmente determinada por Northern blotting ou hibri-
dizagao in situ de DNA ou RNA marcado em segoes do
tecido. Experimentos de Northern blots, hibridizagio in
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FIGURA 5-38 A relacao entre os mapas genético e fisico de
um cromossomo humano. O diagrama representa um cromossomo
analisado em diferentes niveis de resolu¢do. O cromossomo como
um todo pode ser visto sob a luz do microscopio quando se encon-
tra em estado condensado que ocorre na metafase, e a localizacao
aproximada de sequéncias especificas pode ser determinada por hi-
bridizacao fluorescente in situ (FISH}. No proximo nivel de resolugao,

sitit ou microarranjo permitem comparar ambos o nivel
de expressao e o tamanho dos mRNAs em tecidos mu-
tantes e selvagens. Embora a sensibilidade da hibridiza-
¢do i situ seja mais baixa do que aquela das analises de
Northern blot, ela pode ser muito util na identificacio
de um mRNA que é expresso em baixos niveis em um
dado tecido, mas em niveis muito altos em uma subclasse
de células dentro daquele tecido. Um mRNA alterado ou
ausente em varios individuos afetados por uma doenga,
quando comparado com individuos com o fenotipo sel-
vagem, seria um excelente candidato a codificacio da
proteina cuja fungao defeituosa causa a doenga.

Em muitos casos, muta¢ées de ponto que originam
alelos causadores de doengas podem resultar em altera-
¢ao inderectavel no nivel de expressio ou na mobilidade
eletroforérica dos mRNAs. Assim, se a comparagio dos
mRNAs expressos em individuos normais ou afetados
nao revelar diferencas detectiveis nos mRNAs candida-

caracteristicas podem ser mapeadas em relacio a marcadores g
DNA. Segmentos |ocais do cromassomo podem ser analisados no n
vel de sequéncias de DNA identificadas por hibridizagao de Southem
* ou PCR. Finalmente, importantes diferengas genéticas podem ser de
finidas de forma mais precisa por diferencas na sequéncia de nudeg
tideos do DNA cromossémico. (Adaptada de L. Hartwell et al, 2003
Genetics: From Genes to Genomes, 2. ed., McGraw-Hill.)

tos, uma busca por mutagdes de ponto nas regides do
DNA que codificam mRNAs ¢ realizada. Agora que
métodos altamente eficientes para o sequenciamento de
DNA estao disponiveis, os pesquisadores com frequéni
determinam a sequéncia de regides candidatas do DNA
isolado de individuos afetados para identificar mutagde
de ponto. A estratégia global é buscar por sequén 5
codificadoras que mostram de forma consistente alteras
¢oes possivelmente deletérias no DNA de individuos qué
exibem a doenga. Uma limitagio da abordagem é q
a regido proxima ao gene aferado pode apresentar pos
limorfismos de ocorréncia natural nao relacionados ag
gene de interesse. Estes polimorfismos, nio relacionados
funcionalmente a doenca, podem levar a identificagag
erronea do fragmento de DNA portador do gene de -
teresse. Por tal razao, quanto mais alelos mutantes dis-
poniveis para andlise, maior ¢ a chance de se identificaf
corretamente um gene.



as hereditarias sdo o resultado de
pitos genéticos

doengas hereditarias humanas hoje com-

irbio claramente discernivel é produzido
to em um tnico gene. Doengas monogénicas
mutagao em um gene especifico exibem um
e heranca caracteristicos mostrados na Fi-
genes associados com a maioria das doen-
cas comuns ja foram mapeados usando-se
pascados em DNA, conforme descrito.
tras doengas, porem, apresentam padroes
complicados, tornando a identificagio
ica subjacente muito mais dificil. Um tipo
de adicional com frequéncia encontrada
idade genética. Nesses casos, mutagoes
er um entre multiplos genes diferentes podem
ma doenga. Por exemplo, a retinite pigmen-
rizada pela degeneragio da retina geralmen-
ueira, pode ser causada por mutagoes em

om seres humanos, dados de varias familias
er combinados para determinar se uma liga-
camente significativa existe entre um gene

arcadores moleculares conhecidos. A he-
e genérica tal como aquela apresentada pcl.;
ntosa pode confundir a abordagem, pois
ncia estatistica nos dados de mapeamento
a tende a ser anulada por dados obtidos de
ia com um gene causador nio relacionado.
adores em genética humana usam duas
ntes para identificar varios genes asso-
retinite pigmentosa. A primeira abordagem
estudos de mapeamento em familias unicas
ente grandes que continham um nimero su-
viduos afetados para fornecer evidéncia de
ticamente significativa entre polimorfismos
¢idos e um tnico gene causador. Os genes
por estes estudos mostraram que varias das
causam retinite pigmentosa estao em genes
| proteinas abundantes na retina. Seguindo
) gencticistas concentraram sua atengao na-
que sdo altamente expressos na retina quando
s individuos com retinite pigmentosa. A abor-
sando informacoes adicionais para focar os esfor-
gemn em um conjunto de genes candidatos levou
o de mutagoes causais raras adicionais em
erentes que codificam proteinas da retina.
icagio adicional na dissecagio genérica das
as ¢ representada por diabetes, doenca car-
de, predisposicio ao cancer e uma variedade
mentais que apresentam pelo menos alguma
reditaria. Fssas e muitas outras doengas sdo
f)olxgemcas no sentido de que alelos de miil-
atuando juntos em um individuo, contribuem
ncia e gravidade da doenga, Como mapear
ente caracteristicas poligénicas complexas em
s é um dos problemas mais importantes e de-
m genética humana atualmente.
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Um dos métodos mais promissores para o estudo de
doengas que exibem heterogeneidade genética ou sao po-
ligénicas € a busca por uma correlagio estatistica entre
a heranca de determinada regido de um cromossomo e
a propensio a doenga, usando-se um procedimento co-
nhecido como estudo de associacio do genoma inteiro
(genome-wide association study, GWAS). A identificagio
de genes causadores de doengas por GWAS depende do
fenomeno de desequilibrio de ligagio descrito anterior-
mente. Se um alelo que causa uma doenga, ou mesmo
predispoe um individuo a ela, river origem relativamente
recente durante a evolugao humana, o alelo causador da
doenga tendera a permanecer associado a determinado
conjunto de marcadores de DNA presentes na vizinhan-
¢a de sua localizagio cromossdomica. Examinando um
grande niimero de marcadores de DNA em populagoes
de individuos com uma determinada doenga, bem como
em populagoes de individuos-controle sem a doenga, re-
gides cromossomicas que tendem a estar correlacionadas
com a ocorréncia da doenga podem ser identificadas por
GWAS. O sequenciamento gendmico e outros métodos
sdo, entdo, usados para identificar possiveis mutagoes
causadoras de doenca nas regides. Embora o GWAS seja
uma ferramenta poderosa para identificar genes de doen-
cas candidatos, é necessdrio muito trabalho adicional
para determinar como um individuo portador de uma
determinada mutagao pode estar predisposto a doenga.

Modelos de doencas humahas em organismos ex-
perimentais também contribuem para desvendar o com-
ponente genético de caracteristicas complexas, como
obesidade ou diabetes. Por exemplo, experimentos con-
trolados de acasalamentos de camundongos em grande
escala identificam genes murinos associados com doen-
cas andlogos aqueles em seres humanos. Os ortdlogos
humanos dos genes murinos identificados nos estudos
seriam candidatos proviveis para o envolvimento na
doenca humana correspondente. O DNA de populagoes
humanas poderia ser examinado para definir se determi-
nados alelos de genes candidatos apresentam tendéncia
a estar presentes em individuos afetados com a doenga,
mas ausentes em individuos nao afetados. Essa aborda-
gem de “gene candidato™ esta sendo amplamente usada
na busca por genes que contribuam para as principais
doengas poligénicas em seres humanos.

CONCEITOS-CHAVE da Secao 5.4

Localizagdo e identificagao de genes de doencas
humanas

» Doengas hereditarias ¢ outras caracteristicas em seres
humanos apresentam trés padroes de heranga princi-
pais: autossdmico dominante, autossomico recessivo e
recessivo ligado ao X (ver Figura 5-35).

¢ Genes para doengas humanas ¢ outras caracreristicas
podem ser mapeados pela determinagio de sua segre-
gagao conjunta durante a meiose com marcadores cuja
localizagao no genoma é conhecida. Quanto mais pro-
ximo um gene estiver de um determinado marcador,
maior sua chance de segregacio conjunta.
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* O mapeamento de genes humanos com grande preci-
sao requer milhares de marcadores moleculares dis-
tribuidos ao longo dos cromossomos. Os marcadores
mais tteis sao diferencas na sequéncia de DNA (poli-
morfismos) entre individuos em regides nio codifican-
tes do genoma.

Polimorfismos de DNA dtcis no mapeamento de ge-
nes humanos incluem os polimorfismos de nucleotideo
tunico (SNPs) e repeticoes de sequéncia simples (SSRs).
* Pelo mapeamento de ligagio, consegue-se, geralmente,
localizar um gene de doenga humana em uma regiio
cromossomica que inclui 10 ou mais genes. Identificar
0 gene de interesse dentro da regido candidata requer
geralmente a analise de expressio ¢ a comparagio de
sequéncias de DNA entre individuos afetados e nio
afetados pela doenca.

Algumas doengas hereditarias sao o resultado de mu-
tagoes em genes diferentes em diferentes individuos
(heterogeneidade genérica). A ocorréncia e a gravida-
de de outras doengas dependem da presenga de ale-
los murantes de multiplos genes no mesmo individuo
(caracteristicas poligénicas). O mapeamento dos genes
associados com as doengas pode ser feito pela busca de
uma correlacio estatistica entre a doenga e uma deter-
minada regiao cromossémica em um estudo de asso-
ciagao do genoma inteiro.

5.5 Inativacao da funcao de genes
especificos em eucariotos

A elucidagio das sequéncias de DNA ¢ de proteinas
nos tltimos anos levou a identificagio de varios genes,
usando-se padroes de sequéncias do DNA gendmico e
similaridade das proteinas codificadas com proteinas de
fungao conhecida. Conforme discutido no Capitulo 6, as
fungoes geraig das proteinas idenrificadas por buscas de
sequéncias podem ser previstas por analogia com protei-
nas conhecidas. No entanto, os papéis in vivo precisos
destas “novas” proteinas talvez niao fiquem claros na
auséncia de formas mutantes dos genes corresponden-
tes. Nesta secao, serao descritas varias maneiras de se
interromper a funcao normal de um gene especifico no
genoma de um organismo. A analise do fenétipo mutan-
te resultante geralmente ajuda a revelar a fun¢ao in vivo
do gene normal e de sua proteina codificada.

Trés abordagens basicas estdo na base dessas téc-
nicas de inativagao génica: (1) substituir um gene nor-
mal por outras sequéncias; (2) introduzir um alelo cuja
proteina codificada iniba o funcionamento da proteina
normal expressa; (3) promover a destruicio do mRNA
expresso a partir de um gene. O gene normal endégeno
¢ modificado por téenicas baseadas na primeira aborda-
gem, mas nao é modificado nas outras abordagens.

Genes normais de levedura podem ser substituidos
por alelos mutantes por recombinagao homéloga

A modificagio do genoma da levedura S, cerevisiae é par-
ticularmente ficil por duas razoes: as células de levedura

captam de imediato DNA exdgeno sob certas condicoesy
DNA introduzido ¢ de maneira eficiente trocado pelosi
cromossomico homélogo da célula recipiente. Essa recol
binagao especifica direcionada de duas regides idénticat
DNA permite que qualquer gene dos cromossomos de
dura seja substituido por um alelo murante. (Como
tido na Segao 5.1, a recombinagiio entre cromossom
mélogos também ocorre naturalmente durante a meio
Em um método popular para interromper genes:
leveduras com tal método, a PCR ¢ usada para et
um construto interrompido contendo um marcador
selecao que apos € transfectado em células de levedy

jetados para incluir cerca de 20 nucleotideos idéntic
sequéncias flanqueadoras do gene de levedura a ser sub
tituido. O construto amplificado resultante compreent
o marcador de selegao (p. ex., o gene kanMX, que ass
como o neo’ confere resisténcia a G-418) flanqueadog
cerca de 20 pares de bases que pareiam com as extre
midades do gene-alvo de levedura. Células diploidesy
levedura transformadas nas quais uma das duas cop
do gene-alvo endégeno foi substituido pelo construtof
terrompido sio identificadas por sua resisténcia a G-41
ou por outro fenotipo de selegao. As células diploid
heterozigotas de levedura crescem de modo normal, |
dependentemente da fungao do gene-alvo, mas mets
dos esporos haploides derivados dessas células carre
apenas o alelo ingerrompido (Figura 5-39b). Se o
for essencial para a viabilidade, entio os esporos POt
dores do alclo interrompido nio sobreviverio,

A interrupgao de genes de levedura por esse mé
tem provado ser particularmente util na avaliagio do pap
de proteinas identificadas pela anilise de toda a sequéng
de DNA genomica (ver Capitulo 6). Um grande consérg
de cientistas substituiu cada um dos 6.000 genes ident
cados por essa anilise pelo construto interrompido ¢
kanMX e determinou quais interrupgoes génicas levam
esporos haploides invidveis. As andlises mostraram g

cessarios para viabilidade, um nimero inesperadament
grande de genes que nao parecem essenciais. Em algus
casos, a interrupgao de um determinado gene pode orig
nar defeitos sutis que nio comprometem a viabilidade ¢

celulas de levedura crescendo em condigaes laborator
Alternativamente, células portadoras de um gene interron
pido podem ser vidveis devido as vias de seguranga ou ¥

compensatorias. Para investigar tal possibilidade, geneii
tas de levedura estao buscando mutacdes letais sinté rica
que revelem genes nio essenciais com fungoes redund
{ver Figura 5-9¢),

A transcrigao de genes ligados a um promotor ,
regulado pode ser experimentalmente controlada

Embora a interrupgio de um gene essencial necessafi
para o crescimento celular leve a geracdo de esporos if
vidveis, este mérodo fornece pouca informagio acers
da verdadeira fungao da proteina codificada nas cél
Para aprender mais a respeito da contribui¢io de um gen



