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Aplanaria € um platelminto (“verme achatado”) de vida livre com uma
incrivel capacidade de regeneragdo. Se a cabeca e a cauda de uma
planaria adulta forem cortadas, o verme de imediato ird regenerar es-
sas estruturas (conforme mostrado no quadro superior esquerdo). O
papel de genes especificos no processo de regeneragao pode ser es-
tudado pela repressao da expressao génica por RNA de interferéncia
(RNAI) antes do corte da cabega e da cauda. Os oito quadros restantes
mostram a variedade de defeitos de regeneragao observados apés o
RNAi de diferentes genes responsaveis pela regeneracao. Os genes
inibidos por RNAi, da esquerda para a direita, comegando pelo quadro
superior central, sao: smad4, B-catenina-1, antigeno de carcinoma,
POU2/3, rootletin, Novel, tolloid e piwi. (Cortesia de Peter Reddlen/MIT,
Whitehead Institute.)
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a drea de biologia celular molecular, reduzida a
seus elementos mais basicos, busca-se um enten-
dimento acerca do comportamento bioldgico das
células em termos de mecanismos quimicos e molecula-
res subjacentes. Com frequéncia, a investigagio de um
novo processo molecular enfoca a fungdo de uma deter-
minada proteina. Existem trés perguntas fundamentais
que os bidlogos celulares geralmente fazem sobre uma
proteina nova recém-descoberta: qual ¢ a fungio da pro-
eIna no contexto da célula viva, qual é a fungio bio-
quimica da proteina purificada, e onde a proteina estd
localizada? Para responder a essas questdes, pesquisado-
res empregam trés ferramentas de genética molecular: o
&ene que codifica a proteina, uma linhagem celular ou
Organismo mutante que nio possui a proteina funcio-
nal, e uma fonte de proteina purificada para estudos
bioquimicos. Neste capitulo, serdo considerados varios
aspectos de duas estratégias experimentais bdsicas para a
obtencdo de todas as trés ferramentas (Figura 5-1).
A primeira estratégia, geralmente chamada de genéti-
<a cldssica, comega com o isolamento de um mutante que
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parece ser deficiente em algum processo de interesse. Mé-
todos genéticos sdo entdo utilizados para identificar e iso-
lar o gene afetado. O gene isolado pode ser manipulado a
fim de que produza grandes quantidades da proteina para
experimentos bioquimicos e projete sondas para estudo
de onde e quando a proteina codificada é expressa em
um organismo. A segunda estratégia segue essencialmente
os mesmos passos da abordagem cldssica, mas na ordem
inversa, comecando com o isolamento de uma proteina
de interesse ou sua identificagio com base na anilise da
sequéncia genémica de um organismo. Uma vez isolado, o
gene correspondente pode ser alterado e entdo reinserido
em um organismo. Em ambas as estratégias, pelo exame
das consequéncias fenotipicas das mutagGes que inativam
um gene em particular, os geneticistas conseguem conec-
tar os conhecimentos acerca de sequéncia, estrutura e ati-
vidade bioquimica da proteina codificada a sua fun¢do no
contexto de uma célula viva ou organismo multicelular.
Um componente importante em ambas as estratégias
para estudo de uma proteina e sua fungao bioldgica € o iso-
lamento do gene correspondente. Assim, serdo discutidas
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FIGURA 5-1 Visdo global de duas estratéglas

parar onar fungéo, localizagio e de
@nicos. Um organismo mutante € o pon-
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com a identificagao de uma sequéncia codi-

ade proteina pela anélise de bancos de dados
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ou pela amplificagao especifica da sequéncia génica
a partir do DNA genémico. Uma vez isolado, o gene
clonado pode ser usado para produzir a proteina co-
dificada em sistemas de expressao bacterianos ou eu-
caribticos. Alternativamente, um gene clonado pode
ser inativado por uma das varias técnicas e usado
para nmwm.ﬁn.m_:._um ou organismos mutantes.

cultivadas

varias técnicas pelas quais os pesquisadores podem isolar,
sequenciar e manipular regioes especificas do DNA de um
‘organismo. Apds, serd discutida uma variedade de técnicas
muito utilizadas para anilise de onde e quando um deter-
minado gene € expresso e em que parte da nm____m sua pro-
eina esta localizada. Em alguns casos, o 3::8_.5.28 %
ngio de uma proteina pode levar a avangos médicos sig-
nificativos, € o primeiro passo no desenvolvimento de tra-
\mentos para uma doenga hereditaria é identificar e isolar
gene afetado, que serd descrito aqui. Finalmente, serdo
S utidas técnicas que eliminam a fungdo da protefna nor-

al mm_a.rmh analisar o papel da proteina na célula.
3 : 0
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scrito no Capitulo 4, a informagio codifica-
DNA dos genes especifica a sequén-
estrutura € a fungdo — de todas as

o

Triagem de biblioteca de DNA ‘ -

Expressao em células

ismo/célula mutante
ndaoal.%m._“ da fungéo no mutante e
no selvagem

Inativagao génica

Gene clonado
Sequenciamento de DNA
Busca em bancos de g,
para identificar mmn:manh__”um
codificadoras de Proteing
Isolamento do gene
correspondente por PCR
Proteina
Localizagao
Estudos bioquimicos

Determinagao da estrutura

conhecidamente recente, como apds o tratamento de um
organismo com uma substincia mutagénica, agente que
causa uma alteragio hereditdria na sequéncia de DNA.
Estritamente, o conjunto de alelos para todos os ge-
nes carregado por um individuo ¢ seu genétipo. Entre-
tanto, este termo também é usado de maneira mais
tada para se referir apenas aos alelos de um determinado
gene ou genes sob investigagdo. Em organismos experi
mentais, 0 termo selvagem geralmente se refere ao geno-
tipo-padrdo utilizado como referéncia em experimentos
de reprodugdo. Assim, o alelo normal, nio mutado, Vit
de regra é chamado de selvagem. Por conta da enorme
variago alélica que ocorre naturalmente nas populasots
humanas, o termo selvagem em geral se refere a um alelo
que estd presente em uma frequéncia muito mais ald do
que qualquer outra das possiveis alternativas.
Geneticistas fazem uma importante distingao €1
0 gendtipo e o fendtipo de um organismo. O ?:o:.%.
refere-se a todos os atributos fisicos ou tragos m_n. um u"_
dividuo que sio consequéncia de um dado m«:ozwo..um
prtica, entretanto, o termo fendtipo com frequért
usado para indicar as consequéncias fisicas que S
apenas dos alelos que estdo sob investigagi0 nxvm.._amwc
tal. Caracteristicas fenotipicas facilmente ovmm_.us%m
m..,._d_mm.:n—_.."umm para a anilise genética de mutago>:
lelo te
it Mmutantes recessivos e dominantes geralme"

apresentam efeitos opostos sobre a fungdo 9"
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genas comegam como células diploides mas ao longo do
processo de transformagdo em células tumorais podem
ganhar cGpias extras de um ou mais cromossomos e as-
sim sdo designadas de aneuploides. Entretanto, nossa
discussdo sobre técnicas e analises genéticas se refere a
organismos diploides, incluindo leveduras diploides.

Embora vdrios alelos diferentes de um gene possam
ocorrer em diferentes organismos de uma populagio,
qualquer organismo diploide ird carregar duas cépias
de cada gene e assim poderd ter no méaximo dois ale-
los diferentes. Um individuo com dois alelos diferentes é
heterozigoto para um gene, enquanto um individuo que
carrega dois alelos idénticos é homozigoto para um gene.
Um alelo mutante recessivo ¢ definido como aquele no
qual ambos os alelos precisam estar mutados a fim de
que se observe o fendtipo mutante; isto €, o individuo
precisa ser homozigoto em relagdo ao alelo mutante para
apresentar o fendtipo mutante. Em contrapartida, as
consequéncias fenotipicas de um alelo dominante podem
ser observadas em um individuo heterozigoto que carre-
ga um alelo mutante e outro selvagem (Figura 5-2).

O fato de um alelo mutante ser recessivo ou domi-
nante fornece informagdes valiosas acerca da fungio
do gene afetado e da natureza da mutagéo. Alelos re-
cessivos geralmente resultam de uma mutagdo que ina-
tiva o gene afetado, levando a perda de fungao parcial
ou completa. Tais mutagdes recessivas podem remover
parte de um gene ou o gene inteiro do cromossomo,
romper a expressio do gene, ou alterar a estrutura
da proteina codificada, alterando sua fungdo. Alelos
dominantes geralmente sdo consequéncia de uma mu-
tagdo que causa algum tipo de ganho de funcdo. As
mutagGes dominantes podem aumentar a atividade da
proteina codificada, conferir-lhe uma nova fungio, ou
levar a um padrdo de expressio espacial ou temporal-
mente inadequado.

Mutagées dominantes em certos genes, no entanto, es-
tdo associadas a uma perda de fungdo. Por exemplo,
m._m::m genes sdo haploinsuficientes: a remogio ou ina-
tivacdo de um dos dois alelos do gene leva a um fené-
tIpo mutante porque nio ha produto génico suficiente.
Em outros exemplos raros, uma mutagio dominante
€m um alelo pode levar a uma alteragio estrutural na
Proteina que interfere na fungdo da proteina selvagem
codificada pelo outro alelo. Esse tipo de mutagdo, cha-
mada de dominante-negativa, produz um fenétipo se-

melhante aquele produzido por uma mutagio de perda
de funggo.
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Alguns alelos podem apresentar ambas as proprie-
dades recessiva e dominante. Nesses casos, declara-
¢des sobre a dominincia ou recessividade de um alelo
devem especificar o fenétipo. Por exemplo, o alelo do
gene da hemoglobina humana designado Hb® apresenta
mais de uma consequéncia fenotipica. Individuos que sio
homozigotos para este alelo (Hb"/Hb’) possuem a doenga
debilitante anemia falciforme, mas individuos heterozigo-
tos (Hb*/Hb") ndo apresentam a doenga. Portanto, Hb® é
recessivo para a doenga anemia falciforme. Por outro
lado, individuos heterozigotos (Hb/Hb") sdo mais resis-
tentes 3 maldria do que os homozigotos (Hb“/Hb"), reve-
lando que Hb® é dominante para a resisténcia a malaria

Um agente comumente utilizado para induzir muta-
¢Oes (mutagénese) em organismos experimentais € o etil-
-metanossulfato (EMS). Embora este agente mutagénico
possa alterar a sequéncia de DNA de vérias maneiras, um
de seus efeitos mais comuns é modificar quimicamente ba-
ses de guanina no DNA, levando 3 conversdo de um par
de bases G-C para um par A-T. Essa alteragdo na sequén-
cia de um gene, que envolve apenas um inico par de base,
€ conhecida como mutagdo de ponto. Uma mutagdo de
ponto silenciosa ndo causa alteragdo na sequéncia de ami-
nodcidos ou na atividade da proteina codificada por um
gene. Entretanto, consequéncias fenotipicas perceptiveis
devidas a alteragdes na atividade de uma proteina podem
surgir a partir de mutagées de ponto que resultam na subs-
tituigdo de um aminoécido por outro (mutagio de sentido
trocado), na introdugdo de um cédon de parada (mutagdo
sem sentido), ou em uma alteragdo na fase de leitura de
um gene (mutagdo de mudanga de fase de leitura). Como
alteragdes na sequéncia de DNA que levam a diminui¢do
na atividade da proteina sio muito mais provaveis do que
aquelas que levam ao aumento ou 2 alteragdo qualitativa
da atividade da proteina, a mutagénese geralmente produz
muito mais mutagdes recessivas do que dominantes.

A segregagao de mutagdes em experimentos de
reprodugao revela sua dominancia ou recessividade

Geneticistas exploram o ciclo de vida normal de um or-
ganismo para testar a domindncia e a recessividade dos
alelos. Para analisar este processo, precisa-se primeiro
revisar o tipo de divisdo celular que origina os gametas
(espermatozoides e 6vulos em plantas e animais superio-
res). Enquanto as células do corpo (somdticas) da maio-
ria dos organismos multicelulares se dividem por mitose,
as células germinativas que originam os gametas sofrem
meiose. Assim como as células somaiticas, as células ger-

GENGTIPO
DIPLOIDE

FENOTIPO "

DIPLOIDE

FIGURA5-2 Efeitos de aletos e

Nofenétipo de organismos diploldes. Uma tinica cépia de um alelo
dominante & suficiente para produzir um fenétip :
ambas a5 cépias de um alelo recessivo precisam estar presentes para

et
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minativas pré-meidticas sio diploides, contendo dois
homélogos de cada tipo morfolégico de cromossomo. PO
Os dois homélogos que constituem cada par de cromos-

€) ANIMAGAO EM FOCO: Mitose
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fica evidente nesse estagio, Um cromossomo replicado ¢
ﬂqo 1égico vai para cada célula-filha, As células _,mu:_.mzﬁh_
a segunda divisao sem passar por replicagao do DNA 001
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divisoes celulares mitética e meidtica. Na mitose, a re-
plicagdo do DNA é sempre seguida pela divisdo celular,
gerando duas células-filhas diploides. Na meiose, 1m ci-
clo de replicagio de DNA ¢ seguido por duas divisdes
celulares separadas, gerando quatro células haploides
(1) que contém apenas um cromossomo de cada par
de homdlogos. A distribuigdo, ou segregagio, dos cro-
mossomos homologos replicados para as células-filhas
durante a primeira divisio meidtica é aleatdria; isto €,
homoélogos maternos e paternos segregam independente-
mente, gerando células-filhas com diferentes misturas de
Cromossomos paternos e maternos.

Como uma forma de evitar complexidade indeseja-
da, geneticistas geralmente procuram comegar exper|
mentos de reprodugdo com linhagens que sejam homo-
zigotas para os genes sob investigagao. Nestas linhagens
puras, cada individuo ird receber o mesmo alelo de cada
genitor e, portanto a composi¢do dos alelos nio muda-
rd de uma geragdo para a outra. Quando uma linha-
gem pura mutante é acasalada com uma linhagem pura
selvagem, toda a primeira geragdo de descendentes (F)
serd heterozigota (Figura 5-4). Se a geragdo F, exibe o
trago mutante, entdo o alelo mutante é dominante; se a
geragdo I exibe o trago selvagem, entdo o alelo mutan-
te é recessivo. O cruzamento posterior entre individuos
da F, também revelara diferentes padres de heranga
de acordo com a dominéancia ou recessividade da mu-
tagdao. Quando individuos da F, heterozigotos para um
alelo dominante forem cruzados entre si, trés quartos
da geragao F, resultante exibird o trago mutante. Em
contrapartida, quando individuos da F, heterozigotos
para um alelo recessivo forem cruzados entre si, ape-
nas um quarto da geragao F, resultante exibird o trago
mutante.

Conforme observado, a levedura S. cerevisiae, um
importante organismo experimental, pode existir em
estado haploide ou diploide. Nesses eucariotos unice-
lulares, cruzamentos entre células haploides podem de-
terminar se um alelo mutante é dominante ou recessivo.
Células de levedura haploides, que carregam uma copia
de cada cromossomo, podem ser de dois tipos de aca-
salamento, conhecidos como a e a. Células haploides
do tipo de acasalamento oposto podem se acasalar e
produzir diploides a/a, as quais possuem duas copias
de cada cromossomo. Se uma nova mutagio com um
fenétipo perceptivel for isolada em uma linhagem ha-
ploide, a linhagem murante pode ser acasalada com
uma linhagem selvagem do tipo de acasalamento opos-
t0 para produzir diploides a/a que sdo heterozigotos
quanto ao alelo mutante. Se estes diploides exibirem o
trago mutante, entdo o alelo mutante serd dominante,
mas se os diploides forem como os selvagens, entdo o
alelo mutante serd recessivo. Quando os diploides a/a
$a0 submeridos a condicdes de privacdo de nutrientes,
as n.m__.__um sofrem meiose, originando quatro esporos ha-
Ploides, dois do tipo a e dois do tipo a. A esporulagio
de uma célula diploide heterozigota gera dois esporos
Carregando o alelo mutante e dois carregando o alelo
selvagem (Figura 5-5). Sob condicdes apropriadas, os
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(b) Segregagao de mutagao

Gametas
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individuos possui o 9 8 e
fendtipo mutante
e
Mutante Normal
FIGURA 5-4 Padrdes de segregacao de (- i e
recessiva em entre puras de org;
i Todos os descend na primeira geragao (F,) 530 hete-
Se o alelo for domi os individuos de F, irdo
exibir o fenétipo mutante, como mostrado na parte E.. mm o alelo mu-
tante for recessivo, os individuos deF, ira biro n . lvage
como do na parte (b). Oc entre 0s de

F, também produz diferentes proporgdes de segregagdo para os ale-
los dominante e recessivo na geragao F;.

esporos de levedura irdo germinar, produzindo linha-
gens haploides vegetativas de ambos os tipos de acasa-
lamento.
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FIGURA 5-5 Segregagao de alelos em levedura. (a) Células ha-
ploides de Saccharomyces de tipos de acasalamento opostos
do tipo a e outra do tipo a) podem cruzar e produzir uma diploide
a/a. Se uma haploide portar um alelo selvagem dominante e a outra
portar um alelo mutante recessivo do mesmo gene, a diploide hete-
rozigota resultante expressard a caracteristica dominante. Sob certas
condigdes, uma célula diploide formara uma tétrade com quatro es-
poros haploides. Dois dos esporos da tétrade expressarao a caracte-
ristica recessiva, e os outros dois, a caracteristica dominante. (b) Se o
fendtipo mutante nao for viavel sob condicdes de crescimento restri-
tivas, cada tétrade, rep da aquicomo q d
verticalmente e crescidos em colénias em meio restritivo, consiste em
dois esporos viaveis e dois, inviaveis. (Parte (b) reproduzida de B. Sen-
ger et al., 1998, EMBO J 17:2196)

Mutagoes condicionais podem ser usadas para
estudo de genes essenciais em leveduras

Os procedimentos usados para identificar e isolar mu-
tantes, chamados de triagens genética, dependem de o
organismo experimental ser haploide ou diploide e, se
for o dltimo, de a mutagio ser recessiva ou dominan-
te. Genes que codificam proteinas essenciais para a vida
estdo entre 0s mais interessantes e importantes a serem
estudados. Uma vez que a expressdo fenotipica das mu-
tagGes em genes essenciais leva a morte do individuo, sao
necessarias triagens genéticas inteligentes para isolar e

manter Os organismos com mutagdes letais.
Em células de levedura haploides, genes essenciais
\ podem ser estudados pelo uso de mutacées condicionais.
Entre as mutagGes condicionais mais comuns estio as
, mutagoes de sensibilidade 2 temperatura, que podem ser
: isoladas em bactérias e eucariotos inferiores mas nio em
eucariotos de sangue quente. Por exemplo, uma tnica mu-
tagao de sentido trocado pode fazer a proteina mutante

ol

tante ter uma estabilidade térmica reduzida, de forma
L,.?.pﬁo..:u seja totalmente funcional sob uma tempera-
 (p. ex., 23°C), mas comece a desnaturar e seja inativa

Il

sob outra temperatura (p- ex., 36°C), enquan,
normal seria totalmente estavel e funciona| em ap),

temperaturas. Uma temperatura na p:m_. se obsery, mem
nétipo mutante € chamada de 4o permissiva, tempery e-
ra permissiva € aquela na qual ndo se observa o ?:9.5,
mutante, embora o alelo mutante esteja presente, _Vo_.sz_wo
linhagens mutantes podem ser :.z:.:_n_mm em uma 8539
wra permissiva e entdo subcultivadas a uma tempery,
ndo permissiva para a analise do fenétipo mutange,

Um exemplo de triagem particularmente impo
para mutantes termossensiveis de levedura §. cerevisige
vem dos estudos de L. H. Hartwell e cola boradores
final dos anos 1960 e inicio dos 1970. Os pesquisado.
res propuseram-se a identificar genes importantes parag
regulagdo do ciclo celular durante o qual uma célula gjp.
tetiza proteinas, replica seu DNA e entdo sofre | ose,
cada célula-filha recebe uma c6pia de cada cromossomo,
O crescimento exponencial de uma tinica célula de leve-
dura por 20 a 30 divisdes celulares forma uma colénia
de leveduras visivel em meio dgar sélido. Uma vez que
mutantes com bloqueio completo do ciclo celular nio
conseguiriam formar uma colonia, mutantes condicio-
nais eram necessarios ao estudo de mutagdes que afetam
esse processo celular bésico. Para rastrear tais mutantes,
os pesquisadores primeiramente identificaram células de
levedura mutadas que podiam crescer normalmente a
23°C, mas que ndo formavam coldnias quando submeti-
das a 36°C (Figura 5-6a).

Uma vez que os mutantes termossensiveis haviam
sido isolados, anilises posteriores revelaram que alguns
eram de fato defeituosos na divisio celular. Em S. cere-
visiae, a diviso celular ocorre por meio de um process®
n_.n brotamento, e 0 tamanho do broto, que ¢ facilmente
visualizado por microscopia de luz, indica a posisio d
célula no ciclo celular. Cada um dos mutantes que ™
conseguia crescer a 36°C foi examinado por _:mn.awmo.
pia apés virias horas sob temperatura nao permiss*™
O exame de virios murantes termossensiveis diferei
revelou que cerca de 1% exibia um blogueio distin® _”_o
ciclo celular. Estes mutantes foram entio n_mmwwzu%m_ﬁ__.
tantes cdc (ciclo de divisio celular). E mEvo:mza_w_“a__
@r que 0s mutantes de levedura nio apenas fal"? 0
€M Crescer, como fariam se carregassem uma ::_%Mmou
que afetasse o metabolismo celular geral- Em V€2 Maw
sob temperatura nio permissiva, os mutantes d€ ::_%__
se n:w.mn_m:_ normalmente durante parte do Qmi hMo o
Mwmnn__”m”.m__nwnomg em um .aﬂﬂn::m:mmo mmnmm__w_m nest®

orma que varias células eram VI

AN 2 x I em

Wﬂum_o (Figura 5-6b). A maioria das mutagoes c Joi

veadura € recessiva; sto ¢, quando linhagens €4, foid®s
des 30 cruzadas @ o

2 Proteip,

ante

! om haploides selvagens, 05 ! s
rnns.oN_m.oﬂom resultantes nao sao nem termoS<”
nem defeituosos e ciclo celular.

Mutacs i i i
mm_.“ncm.m letais recessivas em diploides uo%ﬂ_
h entificadas por endogamia e mantidas®
eterozigotos de
. ¢ res
Em Organismos diploides, os fen 6tipos resultal s e

mutacd : a
{Hag0es recessivas podem ser observadas ape”

(a) Hl incubar a 23 °C por 5 horas

\ Jooog

\ \, mutagénico; distribuir 5 _
F‘\ [ i

\ em aliquotas menores § § 1§
A AN A
Leveduras em

cultura liquida

_ Plaquear

m _ aliquotas

Colonias VidUais

Agar

Incubar
a23°C

Fazer ica | B Termossensiveis para
u_.mnom.qmu ica crescimento; crescimento a
e incubar 23 °C, sem crescimento a 36 °C

(b)

Mutantes cdc28
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|

o
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individuos homozigotos para os alelos mutantes. Uma

vez que a o diploide altera

€m um or
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-6 Leveduras haploides portado-
ras de goes letais sao idas em tempe-
lisad nao per

ratura issiva e em P
(a) Triagem genética para mutantes de ciclo celular termossensiveis
(cdc) em leveduras. Leveduras que crescem e formam colénias a 23°C
(temperatura permissiva), mas nao a 36°C (temperatura nao permissi-
va) podem portar uma mutagao letal que bloqueia a divisao celular. (b)
Ensaio de coldnias termossensiveis para bloqueios em estagios especi-
ficos do ciclo celular. Aqui sao ap das micrografias de leved
selvagens e dois mutantes termossensiveis diferentes apos incubagao
em temperatura ndo permissiva por seis horas. Células selvagens, que
continuam a crescer, podem ser vistas com todos os tamanhos diferen-
tes de brotamento, refletindo rentes estagios do ciclo celular. Em
contrapartida, células nas duas micrografias inferiores exibem um blo-
queio em um estagio especifico do ciclo celular. Mutantes cdc28 param
em um ponto anterior & emergéncia de um novo brotamento e, por-
tanto, aparecem como células sem brotamentos. Mutantes cdc7, que
param pouco antes da separagao entre célula-mae e broto (célula-filha
emergente), aparecem como células com grandes brotamentos. (Parte
(a) ver L. H. Hartwell, 1967, J. Bacteriol. 93:1662; parte (b) reproduzida
de L. M. Hereford e L. H. Hartwell, 1974, J. Mol. Biol. 84:445.)

geralmente apenas um alelo de um gene, gerando mu-
tantes heterozigotos, triagens genéticas devem incluir
etapas de endogamia para gerar descendentes que sejam
homozigotos para os alelos murtantes. O geneticista H.
Muller desenvolveu um procedimento geral e eficiente
para a realizagdo desses experimentos de endogamia na
mosca-da-fruta Drosophila. Mutagdes letais recessivas
em Drosophila e outros organismos diploides podem ser
mantidas em individuos heterozigotos, e suas consequén-
cias fenotipicas, analisadas nos homozigotos.

A abordagem de Muller foi usada com grande efeito
por C. Niisslein-Volhard e E. Wieschaus, que rastrearam
sistematicamente mutagdes letais recessivas, afetando a
embriogénese em Drosophila. Embrides homozigotos
mortos, carregando mutagdes letais recessivas identifi-
cadas por essa triagem, foram examinados ao micros-
cépio em busca de defeitos morfolégicos especificos. O
conhecimento atual dos mecanismos moleculares subja-
centes ao desenvolvimento de organismos multicelulares
fundamenta-se, em grande parte, no quadro detalhado
do desenvolvimento embriondrio revelado pela caracte-
rizagdo de mutantes de Drosophila.

Testes de complementagao determinam se diferentes
mutages recessivas ocorrem em um mesmo gene

Na abordagem genética para estudo de um determinado
processo celular, pesquisadores geralmente isolam varias
mutagdes recessivas que produzem o mesmo fenétipo. Um
teste comum para determinar se as mutagdes 0correm no
mesmo gene ou em genes diferentes explora o fendmeno
da complementagéo genética, isto €, o restabelecimento
do fenétipo selvagem pelo acasalamento de dois mutantes
diferentes. Se duas mutagdes recessivas, a e b, estiverem
no mesmo gene, entdo um organismo diploide heterozi-
goto para ambas as mutagdes (i.e., carregando um alelo a
e um alelo b) exibiré o fenétipo mutante porque nenhum
dos alelos fornecerd uma cépia funcional do gene. Em
contrapartida, se as mutagdes a e b estiverem em genes
individuais, entdo os heterozigotos carregando uma tGni-
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ca c6pia de cada alelo mutante nio exibirdo o fenétipo
mutante porque um alelo selvagem de cada gene também
estard presente. Neste caso, diz-se que as mutagdes cont-
plementam uma a outra. A anilise de complementagio
nao pode ser realizada em mutantes dominantes porque
o fenétipo conferido pelo alelo mutante € exibido mesmo
na presenca de um alelo selvagem do gene.

A anilise de complementagio de um conjunto de
mutantes com o mesmo fendtipo pode distinguir os genes
individuais em um conjunto de genes funcionalmente re-
lacionados, os quais precisam funcionar todos para pro-
duzir um dado trago fenotipico. Por exemplo, a triagem
para mutagGes cdc em Saccharomyces descrita anterior-
mente gerou varios mutantes recessivos termossensiveis
que apareciam presos no mesmo estagio do ciclo celular.
Para determinar quantos genes haviam sido afetados pe-
las mutagdes, Hartwell e colaboradores realizaram testes
de complementagao em todas as combinagées de pares
de mutantes cdc seguindo o protocolo geral delineado na
Figura 5-7. Os testes identificaram mais de 20 diferen-
tes genes CDC. A caracterizagao molecular subsequente
dos genes CDC e de suas proteinas, conforme descrito
em detalhe no Capitulo 20, forneceu um quadro para a
compreensao acerca de como a divisao celular é regulada
em organismos desde as leveduras até os seres humanos.

Cruzar haploides de tipos
de acasalamento opostos
e portadoras de mutagoes
termossensiveis cdc
recessivas diferentes

ortanto, possuem mutagdes em genes dife-
quanto os mutantes cdcX e cdcZ pos-

“——fornecem a funcéo normal

Mutantes duplos sao Uteis para avaliacio g, a5
na qual as proteinas atuam

Baseados em andlises ¢ eriosas de fengei
associados a um determinado processo celular, peg
sadores com frequéncia deduzem a ordem nq n_:,.._p_s.
conjunto de genes € seus vmomcﬁom Proteicos atuap,, o,“va
tipos gerais de processos sao un_m@:.m dos para essas m:u__”
ses: (a) rotas biossintéticas nas quais um materig| precur.
sor ¢ convertido por meio de um ou mais intermedis,
em um produto final; (b) vias de sinalizagio que regu ”5“
outros processos € envolvem o fluxo de informagio &
vez de intermedidrios quimicos.

Ordenagdo de vias biossintéticas Um exemplo simples
do primeiro tipo de processo ¢ a biossintese de um meta-
bélito como o aminodcido triptofano nas bactérias. Nes-
te caso, cada uma das enzimas necessdrias para a sinese
de triptofano catalisa a conversdo de um dos interme.
didrios da via no proximo. Em E. coli, os genes que co-
dificam estas enzimas sao adjacentes uns aos outros o
genoma, constituindo o dperon 71 (ver Figura 4-13a).4
ordem de agdo dos diferentes genes para estas enzimas,
e, portanto, a ordem das reagoes bioquimicas na via, foi
inicialmente deduzida a partir dos tipos de compostos

intermedidrios acumulados em cada mutante. No caso

Qms

pos :ES:E

Mutante  Mutante Mutante  Mutante
(tipo a) (tipo a) (tipo a) (tipo )

@ & © &
\/ \/

r cdcXedcY cdcX/cdcZ
(Tipo a/a) (Tipo ala)
Plaquear e incubar
em temperatura
permissiva

Testar as diploides

resultantes para fenétipo

cdc termossensivel

Fazer placas-réplica
e incubarem
2 temperatura nao
ﬁ\l} permissiva
FIGURA EXPERIMENTAL 5-7 A analise = uw
de pl gdo d ina se 50 \ 36°C  Crecer
recessivas estio no mesmo gene ou em ge- fescimento
nes dife Testes de compll gao em = ——
levedura séo realizados pelo crt entre Y
células haploides a e a portando diferentes mu- EENdTiRO; .
tagGes recessivas para gerar células diploides. Na o e
andlise de mutagdes cdc, pares de linhagens cdc Ao elvagem utal
ﬂ*vaumm:m?,&m diferentes foram sistematica- INIERERETACAO: Crescimento indica que Auséncia de crescim® n.._m_o
ente cruzad loides resulf foram s mutagdes cdcX e cdcY indica que as .ﬂw_s_mn
testadas para cresci p per- estéo em genes diferentes cdeX e cdcZ est@0
- Missiva e ndo permissiva. Neste exemplo hipoté- mesme gené
ico, 0s mutantes cdcX e cdc se complementam = i . ==
p L

nao

. 80
0s respectivos ajelos selvagens Ambos os alelos
funcionais L

de vias sintéticas complexas, entretanto, a andlise fenoti-
pica dos mutantes defeituosos em uma tinica etapa pode
fornecer resultados ambiguos que nao permitem a orde-
nagao conclusiva das etapas. Mutantes duplos defeituo-
sos em duas etapas da via sio particularmente tteis ao
ordenamento de tais vias (Figura 5-8a).

No Capitulo 14, foi discutido o uso cldssico da es-

tratégia de duplo-murante para ajudar a elucidar a via
secretora. Nessa via, as proteinas a serem secretadas
pela célula se movem de seu sitio de sintese no reticulo
endoplasmitico rugoso (RE) para o aparelho de Golgi;
depois, para vesiculas secretoras e, por fim, para a super-
ficie celular.
Ordenacao de vias de sinalizagao Conforme serd visto
em capitulos posteriores, a expressio de muito genes
eucarioticos ¢ regulada por vias de sinalizagio iniciadas
por horménios extracelulares, fatores de crescimento,
ou outros sinais. Tais vias de sinalizagio podem incluir
numerosos componentes, ¢ a andlise de duplo-mutantes
com frequéncia fornece conhecimento sobre as fungdes
e interagoes desses componentes. O tnico pré-requisi-
to para a obtengdo de informagdes uteis a partir deste
tipo de anilise é que as duas mutagdes tenham efeitos
opostos no produto final da mesma via regulada. Mais
comumente, uma mutagio reprime a expressio de um
determinado gene-repérter mesmo quando o sinal estd
presente, enquanto outra mutagao resulta na expressao
do gene-reporter mesmo quando o sinal esti ausen-
c., expressao constitutiva). Conforme ilustrado na
Figura 5-8b, dois mecanismos reguladores simples sio
consistentes com tais mutantes individuais, mas o fenéti-
po duplo-mutante pode distinguir entre eles. Esta abor-
dagem geral possibilitou aos geneticistas o delineamento
de muitas das etapas-chave em uma variedade de vias re-
guladoras, o que tornou possivel a realizagdo de ensaios
bioquimicos mais especificos.

A técnica difere da andlise de complementagao por-
que ambos os mutantes, dominante e recessivo, podem
ser submetidos a andlise de duplo-mutante. Quando
duas mutagdes recessivas sao testadas, o duplo-mutan-
te criado deve ser homozigoto em ambas as mutagdes.
Além disso, mutantes dominantes podem ser submetidos
a andlise de duplo-mutante.

Supressdo genética e letalidade sintética podem
revelar a interagao ou a redundancia de proteinas
Dois outros tipos de andlise genética podem fornecer pis-
tas adicionais sobre como proteinas que atuam no mes-
mo processo celular interagem umas com as outras na
nm_: a viva. Ambos os métodos, aplicaveis a muitos orga-
NISmos experimentais, envolvem o uso de duplo-mutan-
{€S nos quais os efeitos fenotipicos de uma mutagio siao
alterados pela presenca de uma segunda mutagao.
Mutacées supressoras O primeiro tipo de anlise funda-
.msmmnm.mo na supressao genética. A fim de entender esse
€N0meno, suponha que duas mutagdes de ponto levem
& u_a_.mamnm estruturais em uma proteina (A) que elimi-
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(a) Analise de uma rota biossintética

Uma mutagao em A acumula o intermediari

Uma mutagao em B acumula o intermediarit

FENOTIPODO )

MUTANTE DUPLO: Uma mutagao dupla em A e B acumula o
intermediario 1.

INTERPRETAGAO: A reagao catalisada por A precede a
reagao catalisada por B.

ml=—-E=—=E

(b) Analise de uma via de sinalizagao

Uma mutagao em A promove repressao da expressao do reporter.
Uma mutagao em B promove expressao constitutiva do reparter.
FENOTIPO DO ) =
DUPLO-MUTANTE: Uma mutagao dupla em A e B promove
repressao da expressao do reporter.

INTERPRETAGAO: A regula positivamente a expressao do
reparter, e € negativamente regulado por B.

m10|_>/ﬂ

FENOTIPO DO

DUPLO-MUTANTE: A mutagéo dupla em A e B promove a
expressao constitutiva do gene reporter.

INTERPRETAGAO: B regula negativamente a expressdo do gene
reporter, e € regulado negativamente por A.

A—©—B /wn

FIGURA 5-8 A anilise de mutantes duplos geralmente pode
ordenar as etapas de rotas bi éticas oude Quan-
do mutagées em dois genes diferentes afetam o mesmo processo
celular, mas ap fendtipos b disti o fendtipo do
mutante duplo com frequéncia revela a ordem na qual os dois genes
devem atuar. (a) No caso de mutagGes que afetam a mesma rota bios-
sintética, um mutante duplo acumulara o intermediario imediatamen-
te anterior a etapa catalisada pela proteina que atua Imente no
organismo selvagem. (b) A analise de mutante duplo de uma via de
sinalizagao é possivel se duas mutagGes tiverem efeitos opostos na
expressao de um gene-reparter. Neste caso, o fendtipo observado no
mutante duplo fornece informagao sobre a ordem na qual as protei-
nas atuam e se elas sdo lad itivas ou i

nam sua habilidade para se associar a outra proteina (B)
envolvida no mesmo processo celular. Da mesma forma,
mutagoes na proteina B levam a pequenas alteragoes es-
truturais que inibem sua habilidade de interagir com a
proteina A. Considere, além disso, que o funcionamento
normal das proteinas A e B depende de sua interagao.
Teoricamente, uma alteragao estrutural especifica na
proteina A poderia ser suprimida por alteragoes compen-
satOrias na proteina B, permitindo que as proteinas mu-
tantes interajam. Nos raros casos em que tais mutagoes
supressoras ocorrem, linhagens portadoras de ambos
os alelos mutantes seriam normais, enquanto linhagens
portadoras de apenas um ou outro alelo mutante teriam
um fendtipo mutante (Figura 5-9a).
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(a) Supressao

Genotipo AB aB Ab ab
Fendtipo Selvagem  Mutante  Mutante  Mutante
suprimido
INTERPRETAGAQ ‘ . ‘
(b) Letalidade sintética 1
Genotipo AB aB Ab ab
Fendtipo  Selvagem  Defeito Defeito Defeito
parcial parcial grave
INTERPRETAGAQ @ ‘ ‘
(c) Letalidade sintética 2
Genétipo AB aB Ab ab
Fendtipo  Selvag Selvag g Mutante

INTERPRETAGAO (o D

[Precursor

)— T
Produto S
FIGURA 5-9 Mutagdes que em supressa ética ou
di é revelam ¢ao ou redunda de protei-
nas. (a) A observagao de que mutantes duplos com duas proteinas
defei (A e B) apr um fenétipo selvagem, mas de que
simples ap! fenoti

de cada proteina depende da :..mammo entre elas. (b) A observagao
de que mutantes duplos possuem um defeito fenotipico mais grave
do que mutantes simples também é evidéncia de que duas proteinas

(p. ex.,, subunidades de um t dimero) devem interagir para fun-
cionar normalmente. (c) A observagdo de que um mutante duplo é
inviavel, mas de que os simples pond p o

fenétipo selvegem, indica que duas proteinas atuam em rotas redun-
dantes para produzir um produto essencial.

A observagao de supressao genética em linhagens
de leveduras portadoras de um alelo de actina mutante
(@ctl-1) e uma segunda mutagdo (sac6) em outro gene
forneceu evidéncias iniciais para uma interagao direta

in vivo entre as proteinas codificadas pelos dois genes.

Estudos bioquimicos posteriores mostraram que as duas
proteinas — Actl e Sac6 — de fato interagem na constru-
¢ao de estruturas de actina funcionais dentro da célula.

v ‘Mutagoes sintéticas letais Outro fenémeno, chamado
letalidade sintética, produz um efeito fenotipico opos-

to aquele da supressio. Neste caso, o efeito deletério de
. uma mutagio é exacerbado (em vez de suprimido) por
_e_»ai wmw!._n_.» mutagdo em um gene relacionado. Uma
situagdo na qual tais mutagoes sintéticas letais podem
€ ilustrada na Figura 5-9b. Neste exemplo, uma
ina heterodimérica € parcialmente, mas nio com-
mente, inativada por mutacdes em uma das subu-

A

nidades ndo idénticas. m::ﬁ»&.o, em mutan
portadores de mutacoes especificas nos gep
dificam ambas as subunidades, ocorre pouc
entre as subunidades, RM:_Ssmo. em efeitos fenoriy,
severos. Mutagoes m::.m:nmm letais S\_:rn._z podem w“ow
lar genes ndo essencials cujas proteinas atuam ep, : e
redundantes para produzir um componente cely|,,
sencial. Como representado na Figura 5-9¢, g T
uma das vias for inativada por uma mutagio, 4 cEwM
via podera fornecer o produto necessério. Entretane h
ambas as vias forem inativadas a0 mesmo temp: ’
duto essencial nao podera ser sintetizado, e os
duplosserdo inviaveis.
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Genes podem ser identificados 2¢lo mapeamento
da sua posi¢do no cromossomo

A discussao anterior sobre andlise genética ilustra como
um geneticista pode obter informagdes sobre a fungio
génica por meio da observagdo dos cfeitos fenotipicos
produzidos pela jungdo de diferentes combinagdes de
alelos mutantes na mesma célula ou organismo. Por
exemplo, combinagdes de diferentes alelos do mesmo
gene em um organismo diploide podem ser usadas para
determinar se uma mutagido é dominante ou recessi-
va, ou se duas mutagdes recessivas diferentes estio no
mesmo gene. Além disso, combinagdes de mutagdes em
genes diferentes podem ser usadas para determinara
ordem da fungio génica em uma via ou para identf-
car relagdes funcionais entre genes, como m:vnawmmwe_
aumento sintético. De maneira geral, todos esses mcto
dos podem ser vistos como testes analiticos _ﬂm.ﬁ%m
na fungio génica. Agora sera considerado um tipo de
anilise genética fundamentalmente diferente, baseado
em posi¢do génica. Estudos projetados para determi'
a posicdo de um gene em um cromossomo, mm?‘__:a__:
chamados de estudos de mapeamento genético, _uomm:w
ser usados para identificar o gene afetado por U3 m,
nm_..:m:m% mutagao ou para determinar se duas mut?
¢Oes estao no mesmo gene.

Em muitos organismos, estudos de mape
BENetico contam com as trocas de informacao &7
€2 que ocorrem durante a meiose. Como qunmn_:“..a
na Figura 5-10a, a recombinagdo genética 0cOrr€ &
da primeira divisio meiética nas células mmna_:wz_&.
quando os cromossomos replicados de cada Par _,M s
_ow..o m.::rm:_.mn uns com os outros. INeste BoBm:mM_;m
quéncias de DNA homélogas em cromatides mar! o
€ paternas podem ser trocadas entre clas, €™ U _ue_n
€esso conhecido como crossing over. Hoje mm_un.ﬂoma
05 crossovers resultantes entre cromossomos ho™
fornecem ligagges estruturais importantes Paf2 * o
Wmmmo adequada dos pares de cromatides _._o_d\o_ww (P
iy eBoso8 durane  primeira divisio mic"

e pitulo 19). d
o, n_Mm_n_nnn duas mutagdes &mo_..mzam, ca :

um dos genitores, que estdo localiza®®® " ;o0

Mas uma da outra no ss0moO-

diferentes de mesmo cromo oS
gametas podem ser produZ!

ament
nett”

crossover ocorra ou nio entre as mutagdes durante a
meiose. Se ndo ocorrer crossover entre elas, gametas co-
nhecidos como tipos parentais, os quais contém uma ou
outra muragéo, serdo produzidos. Se um crossover ocor-
rer entre as duas mutagdes, gametas conhecidos como
tipos recombinantes serdo produzidos. Neste exemplo,
cromossomos recombinantes conterdo ambas as muta-
¢oes ou nenhuma delas. Os sitios de recombinagao ocor-
rem mais ou menos ao acaso ao longo dos cromossomos;
assim, quanto mais proximos dois genes estiverem, me-
nor a probabilidade de que ocorra recombinagio entre
eles durante a mciose. Em outras palavras, quanto mais
proximos estiverem dois genes do mesnio croniossonto,
menos frequente serd a recombinagao entre eles. Dois ge-
nes do mesmo cromossomo suficientemente proximos,
de maneira que hi menor produgio de gametas recombi-
nantes do que parentais, sdo considerados geneticamente
ligados.

A técnica de mapeamento recombinacional foi esta-
belecida em 1911 por A. Sturtevant enquanto ele era es-
tudante de graduagio e trabalhava no laboratério de T.
H. Morgan na Universidade de Columbia (EUA). Origi-
nalmente usada cm estudos com Drosophila, esta técnica
ainda € usada para investigar a distancia entre dois loci
genéticos do mesmo cromossomo em muitos organismos
experimentais. Um experimento tipico projetado para
determinar a distancia de mapa entre duas posigoes ge-

(a) Cromossomos
__m2 replicados
ml—| (4n)
Sinapse e

crossing over

Metafase |
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néticas envolveria duas etapas. Na primeira etapa, uma
linhagem é construida contendo uma mutagao diferente
em cada posi¢do, ou locus. Na segunda etapa, os des-
cendentes da linhagem sdo investigados para determinar
a frequéncia relativa de heranga de tipos parentais ou
recombinantes. Uma maneira tipica de se determinar a
frequéncia de recombinagdo entre dois genes é cruzar
um genitor diploide heterozigoto para cada loci genético
com outro genitor homozigoto para cada gene. Para este
cruzamento, a propor¢ao de descendentes recombinantes
é determinada de imediato porque os fen6tipos recombi-
nantes irdo diferir dos fenétipos parentais. Por conven-
¢d0, uma unidade de mapa genético é definida como a
distancia entre duas posi¢des ao longo de um cromosso-
mo que resulta em um individuo recombinante em um
total de 100 descendentes. A distancia correspondente
a essa frequéncia de recombinagio de 1% é chamada
de um centimorgan (cM) em homenagem ao mentor de
Sturtevant, Morgan (Figura 5-10b).

Uma discussdo completa dos métodos dos experi-
mentos de mapeamento genético estd além do escopo
desta discussdo introdutéria; entretanto, duas caracteris-
ticas da medida de distancias por mapeamento de recom-
binagdo precisam ser enfatizadas. Primeiro, a frequéncia
de troca genética entre dois loci é estritamente propor-
cional & distincia fisica em pares de base, separando-
-os apenas para loci que estdo relativamente proximos

(b) Considere dois genes ligados A e B com alelos recessivos ae b.

Cruzamento de dois mutantes para gerar uma linhagem
duplamente heterozigota:

AIAblb X alaBIB

|

A b
a B8

Cruzamento do duplo heterozigoto para testar a linhagem:

A b x 2 b
a B a b
.,,_m\ -\\v eV |
w,ﬂ o W..,“ .\\\_M 3 0 “.\m Anafase ll A A T
N7 = a b a b a b a b
v T
h h h H Tipos p: i Tipos
\ \ 1N\
Gl M’ m2 m2 A distancia genética entre A e 8 pode ser determinada pela
1n 1n 1n 1n de p e
binantes
Gameta Gametas recombinantes Gameta S tATICS atil - x ametasirecom!
et Gatental Distancia genética em cM = 100 total de gametas
FIGURAS-10 A recombinagao durante a meiose pode ser usa- combinagao e maior a proporgao de gametas recombinantes produ-

da para ma = i divi zidos. (b) Em um experimento de mapeamento tipico, uma linhagem
Pear a posicao dos genes. (a) Um individuo portador de 4 < : P Al

duas mutacées, nmmﬂzmﬂmm ml Aw_.:m-m_ov e m2 (verde), que estao nas heterozigota para dois genes diferentes é construida. A frequénciade
Versdes materna e paterna do mesmo cr éi do. Se p is ou recombinantes p por esta
Ocorrer crossing over em um intervalo entre m1 e m2antes da primeira pode ser determinada a partir do fenétipo dos descendentes em um
divis3o meiética, entao dois gametas recombinantes serao produzi- cruzamento-testecomuma linhagem homozigotarecessiva. A distan-
dos; um deles portara ambas m1 e m2,nquanto o outro nao portar ciade mapa genético em centimorgans (cM) € dada pela porcentagem
fenhuma mutag3o, Quanto maior a distancia entre duas mutagées  dos que siorec

€M Uma cromatide, maior a chance de que sejam separadas por re-
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- n
(p- ex., a menos de cerca de 10 cM). Para loci ligados U

. H m_._.
estao mais afastados do que isso, uma medida _HM_MME
cia pela frequéncia de troca genética a:H w_ % ou mais
a distancia fisica devido  possibilidade de d01S e
crossovers ocorrerem dentro de um __._E.i_o. B
Jimitante no qual o ntimero de tipos recombinantcs 18 e
lara o némero de tipos parentais, os dois foci const
rados poderiam estar distantes no mesmo Cromossoro
ou em cromossomos diferentes; nestes asos, 05 loci sio
considerados nao ligados. WS

Um segundo conceito importante necessario a Inter-
pretagdo de experimentos de mapeamento geneico €m
diferentes tipos de organismos é que, embora a n.__mazns
genética seja definida da mesma forma para diferentes
organismos, a relagdo entre a frequéncia n_.n Rn&.:J__.E.
30 (i.e., distincia de mapa genético) e a distdncia m_mn.u
varia entre os organismos. Por exemplo, uma frequéncia
de recombinagio de 1% (i.e., uma distancia genética de
1 cM) representa uma distancia fisica de cerca de 2,8
quilobases em leveduras comparada a uma distancia de
aproximad 400 quilok em Drosophila e cerca
de 780 quilobases em humanos.

Um dos principais usos dos estudos de mapeamento
genético é para localizagdo do gene afetado por uma mu-
tagdo de interesse. A presenca de virias caracteristicas
genéticas diferentes ji mapeadas, ou marcadores gené-
ticos, distribuidas ao longo de um cromossomo permite
que a posicio de uma mutagio ndo mapeada seja de-
terminada pelo estudo de sua segregagio em relagio a
estes genes marcadores durante a meiose. Assim, quanto
mais marcadores estiverem disponiveis, mais precisa-
mente se pode mapear uma mutagao. Na Seci0 5.4, ser4
Visto como os genes afetados em doencas hereditirias
humanas sao identificados usando-se tais métodos, Um
xe.:% uso geral dos experimentos de mapeamento é
determinar se duas muracdes diferentes estio no me:
gene. Se duas mutagoes estiverem no mEsmo gene,
irdo apresentar forte ligagio em experimentos de ma-
peamento; se estiverem em genes diferentes, geralmente
serao ndo ligadas ou exibirio ligagdo fraca.

Smo
elas

o vy 1o PR romvnmm:.»
ol I

uma célula &v_owmm sofre uma replicacz,

do DA ¢ duas divisoes celulares, WM%“M_O quatro .

Julas haploides nas guais 05 SroMmOSYoMOS maternos .

s alelos associados s30 aleatoriameny,
distribuidos (ver Figura 5-3)- b A

» Mutagdes mc..:iu:mnm.o recessivas exibem vua_.o‘mw de
segregagio Caracteristicos €m Cruzamentos gencricog
(ver Figura 54). . e

o Em leveduras r»v_o_.%m, mutagoes termossensiveis sio
particularmente Giteis paraa _n_ns.:mam.ruc € para o es.
tudo de genes essenciais 4 sobrevivéncia.

+ O nimero de genes funcionalmente R_w_n_::mn_om e
Volvidos em um processo pode ser definido pela anjli-
se de complementagdo (ver Figura 5 -7).

o A ordem na qual os genes atuam em uma via de sina-
lizagio pode ser deduzida a partir do fenatipo de mu-
tantes duplos defeituosos em duas etapas do processo
afetado.

o Interagoes funcionalmente significativas entre protei-
ras podem ser deduzidas a partir dos efeitos fenotipi-
cos de mutagdes supressoras alelo-especificas ou muta-
ges sintéticas letais.

» Experimentos de mapeamento genético utilizam o
crossing over entre cromossomos homologos durante
a meiose para medir a distancia genética entre duas
mutagdes diferentes no mesmo cromossomo.

« Na meiose,

5.2 Clonagem e caracterizacao do DNA
WE;.% detalhados da estrutura e da fungio de um gene
em nivel molecular necessitam de grandes quantidades
do gene individual purificado. Uma variedade de técnt
€5, geralmente chamadas de tecniologia do DNA recol™
bisghis, 530 usadas na clonagem de DNA, que permi€
MWU_".MN__.HA_M,RM preparar grande niimero de moléculas
S5 :.o_. nticas. O DNA recombinante é simplesmer
it quer molécula de DNA composta por sequéncias
:Mﬁ de diferentes fontes.
e m_._-o_.ﬂuno %ﬂa\» clonagem de um fragmento de UZ>
Paz de replicar m_m._o auma molécula de DNA-vetor c“
QUe uma (inicy o:a_mo deuma célula hospedeira. _u%o“.
Posta por y Molécula de DNA recombinante, €™
tido, § in&:%mo_. Mais um fragmento de DNA :mw
mswo..acn._dv_mnn_n_n Zm uma célula hospedeira, © U:E
8rande niimery 4, Juntamente com o vetor, mw_.s:n_mw es-
Quema bgsic, v&a:._o_on_.__um. de DNA idénticas. *
S€rresumido da seguinte forma

Vetor + 5@@38 de DNA

¥ ~ Dna recombinante

~ Replicacz $
A _,nuﬂw 40 DNA recombinante na célula

o, se q i
o whm:.n:m“m_“n_»nsio ¢ manipulagio 4°
B/ 4

DNA purificado

Embora os pesquisadores tenham concebido nume-
rosas variagoes experimentais, este diagrama de fluxo
indica as etapas essenciais na clonagem de DNA. Nesta
seci0, primeiramente serdo descritos métodos para iso-
lamento de uma sequéncia de DNA especifica a partir
de um grande conjunto de outras sequéncias de DNA.
Este processo geralmente envolve a clivagem do genoma
em fragmentos e a colocagdo de cada fragmento em um
vetor de forma que todo o DNA possa ser propagado
como moléculas recombinantes em células hospedeiras
independentes. Enquanto muitos tipos diferentes de ve-
tor existem, nossa discussdo enfocard principalmente ve-
tores plasmidiais e células hospedeiras de E. coli, muito
utilizados. Virias técnicas podem ser empregadas para se
identificar a sequéncia de interesse nesta colegio de frag-
mentos de DNA, conhecida como biblioteca de DNA.
Uma vez que um fragmento de DNA especifico tenha
sido isolado, é geralmente caracterizado pela determina-
¢ao da sequéncia exata de nucleotideos da molécula. A
segdo ¢ finalizada com uma discussio sobre a reagdo em
cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR).
Esta poderosa e versatil técnica pode ser utilizada de di-
versas maneiras para gerar grandes quantidades de uma
sequéncia especifica ¢ manipular o DNA em laboratério.
Os virios usos dos fragmentos de DNA clonados serdo
discutidos em segoes subsequentes.

Enzimas de restricao e DNA-ligases permitem a
inser¢do de fragmentos de DNA em vetores de
clonagem

Um dos principais objetivos da clonagem de DNA é a
obtengdo de pequenas regides do DNA de um organis-
mo que constituem genes especificos. Além disso, apenas
moléculas de DNA relativamente pequenas podem ser
clonadas em qualquer um dos vetores disponiveis. Por
essas razdes, as longas moléculas de DNA que compéem
0 genoma de um organismo devem ser clivadas em frag-
mentos que possam ser inseridos no vetor de DNA. Dois
tipos de enzimas — enzimas de restri¢io e DNA-ligases

~ facilitam a produgdo das moléculas de DNA recom-
binances,

Clivagem de moléculas de DNA em pequenos fragmen-
t0s Enzimas de restrigdo sdo endonucleases produzidas
POr bactérias que geralmente reconhecem sequéncias es-
pecificas de 4 5 8 pb, chamadas sitios de restri¢ao, e entao
n_,_ﬁ_.: ambas as fitas de DNA no local. Sitios de restrigio
Mno mms_m:n_”:n pequenas sequéncias palindrémicas; isto
P 4 Sequéncia do sitio de restrigio é a mesma em cada

ta de DNA quando lida na direcio S'— 3' (Figura S-11).

E.on__.—ws cada enzima de restrigao, um.cmn&:um também
pré 1~nﬁ uma enzima de E‘QS\RQEP. que protege o
vo_.w:n.. NA de uma bactéria hospedeira da clivagem
waxm_.“.c da Eon__.:.n»n._._o A._o DNA do romvm.%:.o em, ou
de ao%_ﬂm, nn.n_s sitio de clivagem em vo.San_. A enzima
bases ) _nwnmo ua_n_o._._.m um m:_mo._dmz_ a uma ou duas
anz_.nmmMm» mente no sitio de restri¢ao. D:m_,.a.c um grupo
da de _.» Presente, a endonuclease de restrigao € _Bmm.n__.

Clivar o DNA. Com as endonucleases de restricao,
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FIGURA 5-11 Clivagem de DNA pela enzima de restricao
EcoRl. Essa enzima de restrigao de E. coli faz cortes nao uniformes
na sequéncia palindrémica especifica de 6 pb apresentada, gerando
fragmentos com extremidades de fita simples complementares e coe-
sivas. Vdrias outras enzimas de restricao também produzem fragmen-
tos com extremidades coesivas.

a enzima de metilagdo forma um sistema de restrigio-mo-
dificagdo que protege o DNA do hospedeiro ao mesmo
tempo em que destroi DNA estranho (p. ex., DNA de bac-
teriofago ou DNA adquirido durante transformagao) ao
clivi-lo em todos os sitios de restrigio no DNA.

Virias enzimas de restri¢ao fazem cortes ndo unifor-
mes nas duas fitas de DNA em seus sitios de reconhe-
cimento, gerando fragmentos que possuem uma cauda
de fita simples em ambas as extremidades, chamadas de
extremidades coesivas (ver Figura 5-11). As caudas nos
fragmentos gerados em um dado sitio de restrigio sio
complementares aquelas de todos os outros fragmentos
gerados pela mesma enzima de restrigao. Sob tempera-
tura ambiente, as regides de fita simples podem parear
transitoriamente com aquelas nos outros fragmentos de
DNA gerados a partir da mesma enzima de restrigao.
Algumas enzimas de restrigdo, tais como Alul e Smal,
clivam ambas as fitas de DNA no mesmo ponto do sitio
de restrigdo, gerando fragmentos com extremidades “ce-
gas” nas quais todos os nucleotideos nas extremidades
dos fragmentos estdao pareados com nucleotideos na fita
complementar.

O DNA isolado de um organismo individual pos-
sui uma sequéncia especifica, que contém por acaso um
conjunto especifico de enzimas de restrigio. Assim, uma
dada enzima de restricio cliva o DNA de uma determi-
nada fonte em um conjunto de fragmentos reprodutivel.
A frequéncia com a qual uma enzima de restricdo cliva o
DNA, e, portanto, o tamanho médio dos fragmentos de
restricdo resultantes, depende muito do tamanho do sitio
de reconhecimento. Por exemplo, uma enzima de restri-
¢do que reconhece um sitio de 4 pb cliva 0 DNA em mé-
dia uma vez a cada 4%, ou 256, pares de bases, enquanto
uma enzima que reconhece uma sequéncia de 8 pb cliva o
DNA em média uma vez a cada 4° pares de bases (cerca
de 65 kpb). Enzimas de restrigao foram purificadas a par-
tir de vdrias centenas de diferentes espécies de bactérias,
permitindo que moléculas de DNA sejam clivadas em um
grande niimero de diferentes sequéncias correspondendo
aos sitios de reconhecimento das enzimas (Tabela 5-1).
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segregam para cada célula-filha, assegurando a propa-
8acao continuada do plasmideo por meio de sucessivis

geragdes da célula hospedeira.
- Os plasmideos mais usados na tecnologia de DNA 1
> combnante sqo aqueles que replicam em E. coli. Pesqui
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FIGURA 5-12 Ligagdo de fragmentos de restriao com extre-

idades coesi 1 . Neste plo, um vetor de
DNA clivado com EcoRl é mi do a uma C do frag-
mentos de restricao produzidos pela clivagem de DNA gendmico com
vérias enzimas de restrigao diferentes. As curtas sequéncias de bases
que compéem as extremidades coesivas de cada tipo de fragmento
sdo apresentadas. A extremidade coesiva no vetor de DNA clivado
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Fragmentos de DNA com poucos pares de base até
cerca de 10 kb podem ser inseridos em vetores plasmi-
diais. Quando um plasmideo recombinante contendo um
inserto de DNA transforma uma célula de E. coli, to-
das as células descendentes resistentes a antibidtico que
resultam da célula inicialmente transformada conterao
plasmideos com o mesmo fragmento de DNA inserido.
O inserto de DNA é replicado com o restante do plas-
mideo de DNA e segrega para as células-filhas 2 medida
que a coldnia cresce. Dessa forma, o fragmento de DNA
inicial é replicado na coldnia de células em um grande
ndmero de cOpias idénticas. Uma vez que surgem a par-
tir de uma tnica célula parental transformada, todas as
células de uma coldnia constituem um clone de células,
e o fragmento de DNA inicial inserido no plasmideo pa-
rental é chamado de DNA clonado ou clone de DNA.

A versatilidade de um vetor plasmidial de E. coli é au-
mentada pela adi¢ao de um sitio de ligagao muiltipla, uma
sequéncia gerada sinteticamente que contém uma copia de
varios sitios de restrigdo diferentes que nio estdo presentes
em outras regides da sequéncia do plasmideo (ver Figura
5-13). Quando um vetor desses é tratado com uma enzima
de restri¢do que reconhece um sitio de restrigdo do sitio de
ligagao miiltipla, o vetor é clivado apenas uma vez dentro
do sitio de ligagdo muiltipla. Depois, qualquer fragmento
de DNA de tamanho adequado produzido com a mesma
enzima de restriao pode ser inserido no plasmideo clivado
com a DNA-ligase. Plasmideos que contém um sitio de li-
gacao multipla permitem ao pesquisador utilizar o mesmo
vetor plasmidial para clonar fragmentos de DNA gerados
com enzimas de restrigao diferentes, simplificando os pro-
cedimentos experimentais.

Para alguns propésitos, tais como isolamento e ma-
nipulagdo de grandes segmentos do genoma humano, é

coesivas no
fragmento de EcoRl (a) na amostra genémica. Os grupos 3* hidroxila
e 5'fosfato adjacentes (vermelho) nos fragmentos pareados que sao
covaler unidos (ligados) pela DNA-ligase de T4. .

(@) pareia apenas com as I

na transformada. Depois que os vetores plasmidiais sio
Incubados com E. coli, aquelas células que incorporaram
0 plasmideo podem ser facilmente selecionadas a par-
tir do niimero muito maior de células que nio adquiriu
plasmideos. Por exemplo, se o plasmideo possui um gene
que confere resisténcia ao antibiético ampicilina, células
5:&0._.5&3 podem ser selecionadas por crescimento
€m meio contendo ampicilina.

Regiao na qual

Xbal (|| DNA exogeno
pode ser inserido

desejavel a clonagem de segmentos de DNA tdo grandes
quanto varias megabases [1 megabase (Mb) = 1 milhdo
de nucleotideos]. Para esse propésito, vetores plasmidiais
especializados conhecidos como BACs (cromossomos bac-
terianos artificiais) foram desenvolvidos. Um tipo de BAC
usa uma origem de replicagdo derivada de um plasmideo
endogeno de E. coli conhecido como fator F. O fator F e os
vetores de clonagem derivados dele podem ser mantidos de
maneira estével em uma tnica copia por célula de E. coli
mesmo quando possuem sequéncias inseridas de até cerca
de 2 Mb. A produgio de bibliotecas de BAC requer mé-
todos especiais para isolamento, ligagao e transformagao
de grandes segmentos de DNA, pois segmentos de DNA

FIGURA 5-13 Componentes basicos de um vetor de clonagem plasmidial que
pode replicar dentro de uma célula de E. coli. Vetores plasmidiais contém um gene
de selegao como amp’, que codifica a enzima B-lactamase e confere -,mm.ﬁﬂm.»n—w 3 ampi-

Tk Sl

cilina. Uma molécula de DNA exégeno pode ser inserida na regiao delimitada na figura

= rba

sem perturbar a capacidade do plasmideo de replicar ou expressar 0 gene amp'. Vetores

replicagao do DNA ¢ niciada por enzimas da célula hospedeira. A incluséo de um sitio de
m__w_v fok ligagao multiplasintético contendo umnc.m:mwuu de: qwmp:.wwm_ﬁ Nt para viria w_ mas
i Vetor do clonagem _de restio diferentesaumentaa versatidade de umvetor lasmidial. O vetor ¢ projet- |
e plasmidial do de forma que cadasitio do sitio de ligagdo miiltipla seja tnico no plasmf

uma sequéncia de origem de replicagdo (ORI).na qual a




" mvetor plasmidial contendo umg
wuq..o.oao aquelemostradona Figura 5-13. .”w_ SRR
 Jas transformadas pela incorporagao de uma ki u_.&me
 gobreviverd em meio contendo ampicilina. Nas célulast sformad
0 DNA replica eseg \.m jas-filhas,
de uma coldnia resistente 3 ampicilina.

] T veis a quebras me-
maiores do que 20 kb sio muito wulneraveis a que .
cinicas mesmo por manipulagdes-padrdo como pipetagem.

Bibliotecas de cDNA representam as sequéncias de
genes codificadores de proteinas do
Uma colegdo de moléculas de UZ>.n_o=s s cada uma
.nw_._ uma o—m_ﬂ_mnc_u de vetor é conhecida como biblioteca
de DNA. Quando o DNA genémico de um determinado
é a fonte do DNA inicial, o conjunto a.« clo-
m.._w.m nmo coleti P todas .um q .n_a
NA do genoma ¢ conhecido como biblotca g
s bibliotecas gendmicas sao ideais para representacio
nteido genético de organismos relativamente sim-
, como bactérias ou leveduras, mas apresentam certas
iculdades experimentais para eucariotos superiores.

sequéncias intronicas e, portanto, podem ser
Y gas para que sejam inseridas intactas em veto-
diais. Como resultado, as sequéncias de genes
is sao quebradas e carregadas em mais de um
Além disso, a presenca de introns e longas regides
G n»u no DNA gendmico geralmente tornam dificil
ficar as partes importantes de um gene que de fato

quéncias proteicas. Por exemplo, apenas cerca
. m..mgosw_.w_.:_u%:o realmente representam se-
ias génicas codificadoras de proteinas, Assin

o5, mRNAS celulaes, que s30 deme

+ Fragmento de DNA
a ser clonado

Inserir enzimaticamente DNA
no vetor plasmidial

Misturar E. coli com plasmideos
na presenca de CaCl,;
choque de calor

Cultivar em placas de agar
nutritivo contendo ampicilina

Células que nao incorporam
o plasmideo morrem em
placas com ampicilina

sobrevive

Replicagao do plasmideo

OOO

Muiltiplicago celular

Woau& células, cad;

I.b...‘l R

:.ﬂme

4 uma delas contendo copias
Plasmideo recombinante

g AEE
virus©
ental?
. iadof

€S estd delineado na Figura 5-!
Ptase reversa, encontrada em retr°

m_h_anx de uma fita de DNA comple™
5 1)

onvertidas em " ¥
*CDNA de fita dupla corresPO" - ol
'de mRNA da preparagd®

DNA de fita dupla nonﬂnmw_m e

OGDNA protege-o de 51

1as icdo (etapa B

4G de fita dupla em um? L odb |
fita dupla o:mo.m\_..o“_nﬂ__% |

No preparo de cDNAs de fita dupla para clonagem,
pequenas moléculas de DNA fita dupla contendo o sitio
de reconhecimento para uma determinada enzima de res-
tricio sdo ligadas a ambas as extremidades dos cDNAs,
ando-se DNA-ligase do bacteri6fago T4 (Figura
5-15,etapa®). Conforme observado, esta ligase pode unir
moléculas de DNA de fita dupla com “extremidades ce-
gas” desprovidas de extremidades coesivas. As moléculas

mRANA 5' AR 3
3' cauda poli (A}

Hibridizar o mRNA
com ador oligo-dT

Iniciador oligo-dT
TTTTS

TTTTS
m% Transcrever 0 RNA em cDNA

=== 3
C=——=——iTaTeT&T 5'

Remogao alcalina do RNA
E Adicionar cauda de poli(dG)

cDNA de fita 3'GGGG I TTTTS'
simples

Hibridizar com
ER iniciador oligo-dC
5' IGISISIoY

3 IGEEE——mTTTS'
Sintetizar fita
u complementar

cDNA de fita 5’ IGICIGHEEI ORI 3*
dupla 3 'GGGGI———_—ITTTTS

A | Proteger o cDNA por
metilagao em sitios de EcoRI
m_Iu.
3G nh.mﬂ—..EHm.
CH;

Sitio de restrigdo de EcoRl I | ligar 0 cDNA a0
OGAaAaTTCO sitio de restricao
OcTTAAGOT

QGAATTC RSN G A A TT COI
OCcTTAAGOGEGGT AT TTTOIC TTAAGD

Extremidade 1
H | Ligar ao plasmideo

coesiva
E Transformar E. coli
Clones Selecionar para amp’
individuais
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resultantes sio, entdo, tratadas com a enzima de restricao
especifica para o sitio de restrigdo inserido na sequéncia,
gerando moléculas de cDNA com extremidades coesivas
(etapa EB). Em um procedimento separado, o DNA plas-
midial é tratado com a mesma enzima de restri¢ao para
produzir as extremidades coesivas adequadas (etapa E).
O vetor e a colegio de cDNAs, todos contendo ex-
tremidades coesivas complementares, sdo entdo mistu-

FIGURA 5-15 Uma biblioteca de cDNA contém cépias repre-
sentativas de sequéncias de mRNA celular. Uma mistura de mRNAs
é 0 ponto inicial para preparar clones de plasmideos recombinantes
contendo cDNA. A transformagao de E. coli com os plasmideos recom-
binantes gera um conjunto de clones de cDNA representando todos
0s mRNAs celulares. Ver o texto para uma discussao passo a passo.

ﬁh ivar com EcoRI

>>.3.o“—§,9
G L

&

Plasmideo com
extremidades coesivas
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: . igase (Figur
5 rados e covalentemente unidos pela NM.V_ m.m_saa §i0
; 5-15, etapa ). As moléculas de c e arclones o
H, 3 formadas em céulas de B coll ard B8 200
" dividuais, e cada clone porta um DN
icomRNA. . o
Jﬁmmg_o genes diferentes sdo transcritos o:.n__ “Mw “__mo.
1o diferentes, os clones de cDNA correspon! e
nes abundantemente transcritos estardo av_‘anao -
muitas vezes em uma biblioteca de cDNA, enqual e
, NAs correspondendo a genes pouco expressos sel g
¥ rissimos ou mesmo ausentes. Tal propriedade & vantaj
se um pesquisador estiver interessado em um gene que
h ¢ transcrito em uma alta taxa em um determinado tipo
‘T celular. Nesse caso, uma biblioteca de nH.vz> v:ﬁ»n_n_w
~ a partir de mRNAs expressos naquele tipo on___rm serd
Jl enriquecida no cDNA de interesse, facilitando o isola-
mento de clones portadores deste cDNA da ._u.c__msﬁ.
Entretanto, para ter uma chance razodvel de _51:.. clo-
nes correspondentes a genes pouco transcritos, J_Z_oa.
cas de cDNA de mamiferos devem ter de 10°a 10" clones
recombinantes individuais.

 Bibliotecas de DNA podem ser triadas por
~ hibridizagao a uma sonda de oligonucleotideo

'Ambos os tipos de bibliotecas gendmica e de cDNA, de
Varios organismos, contém centenas de milhares até mais
-um milhdo de clones individuais no caso de eucario-

. ,onm._u_vwnmo_.nu. Duas abordagens gerais estdo disponiveis
~ para triagem de bibliotecas para identificagio de clones

1 X

.MMw portam um gene ou outra regido do DNA de inte-
se: (1) detecgio com sondas de oligonucleotideos que
umm___mwido clone de interesse e (2) deteccio baseada na
w, p .-.,um.mmo ...*.» proteina codificada. Aqui sera descritos o
peimeiro método; um exemplo do segundo método estg
resente na proxima seco.

‘base a triagem com sondas de oligonucleo-

plamenmres

40, a habilidade que moléculas com.
 associar _m_wm_mum.._ especificamente

el
-

‘ou RNA de fita simples tém de e

o umas com
s s mn_swn. Conforme M_“_:”_Mmo
de fita dupla (diplex) pode ger

PIES por aquecimento em ypq,
#‘m._.%‘ ratura for Wﬁm—:ﬂ-&b -~

._Qo_a, ..M ._.__m.mag
 sequi

liado 8 um suporte mo_ﬂo. Uma réplica @u EuS &
ser liga doum grande nimero de clones individy,:
Per contenc duzida na superficie de uma mep|, 4
deE. coli € _._anO DNA na membrana é amm:mncv_%s
n_n.::ﬂa_”uownn_.._&c. incubada em uma solucio nm_E.,:_,_
pIEn S a,u nmvnn_‘mnu para 0 DNA recombinange a_s,
do uma mm.wm_._.ﬁ.s de interesse, que ¢ marcada radjy,
ﬂwn_%coamngaan:ﬁ. mm_u nosm:ﬂ.am de hibridizags,
(pH quase neutro, 40a 65 C,0,3a cum: M NaCl, ey,
sonda marcada Evz&.ﬁ. com qualquer fita Aan dcido ng.
cleico complementar ligada membrana. Todo excessg
de sonda que nao hibridiza é _m<mn_c, ¢ os hibridos mar.
cados sio detectados por m:.ﬁoﬁ.qmm:ﬁ_.m:u ou por ima.
gem de fluorescéncia. Esta técnica n:,r_o ser usada parg
triar ambos s tipos de biblioteca genomica e de cDNy,
mas é mais comum no isolamento de cDNAs especificos,
Explicitamente, a identificagdo de clones especificos
pela técnica de hibridizagdo em mem brana n_n_a._a.a da
disponibilidade de sondas complementares radiativas.
Para que seja titil como sonda, um oligon ucleotideo deve
ser longo o suficiente para que sua sequéncia ocorra uni
camente no clone de interesse, e nio em quaisquer outros
clones. Para a maioria dos propdsitos, cssa condigio ¢
satisfeita por oligonucleotideos que contém cerca de 20
nucleotideos, porque uma sequéncia especifica de 20 nu-
deotideos ocorre uma vez a cada 42" (cerca de 107) -
cleotideos. Como todos os genomas sio muito menores
(cercade 3 X 10 nucleotideos para seres humanos), umi
sequéncia gendmica especifica de 20 nucleotideos geral
mente ocorre apenas uma vez. Com instrumentos aut:
matizados disponiveis atualmente, pesquisadores podem
Programar a sintese quimica de oligonucleoridecs &
Sequencia especifica com até cerca de 100 nucleorideos
n_\:.noaﬁ_..::n_zo. Sondas maiores podem ser ?n_.x:é_a
e i e ke (1
o n_nmn:-n%wn_w amplificar sequéncias de DNA esp!
S ante neste n»v_E_n. k  sondé
de o:mo:._n_oomnn_mp:a»me. voam._._m projetar E:,_n o
feals s no%m_.n _mm=~_m_nwn um n_ozmm qu { part
da Sequéncia ﬂ_n:.u s pr o.S:.—mm Ajuda 58 fo°a n,vo:_ag.
da, Gragas 3 d; m::.:..umn_awm da ?.oﬁm_:m. o ”:,:sm%
compltas parg N.o:.c___uu@w.% sequéncias mmaom s
como o SE:EoH»:g € virios outros 0rgan Jindi®
Caenorhapyy;s &mmou Qiianhile, < o <2.EM ncm__‘ ufl
Programa de e 8ans, um pesquisador pO _un scar o
_wm__n,om% Qumom_wvnnmn_wn adequado para DU oy
dificadora e o € sequéncia gendmica a 5eqU - jos
2 pro orresponde 3 sequéncia de wa_zew el
o, entdo ”M.._nwa‘mﬂnmo. Se um vwnmmamnnwaum_n a_
) .Aw«dlwamﬂ noz_.nn». moEm_» n_o _ul> wnm%_%__a
vmn.unon_._m._d ecida hibridizard per
- - S0difica 3 proteina de interessé:

~ 9endmicas de leveduras podem s&’
€lores de transporte e t1i2d%*

590 funcional A

biblioteca de DNA von_m 3 funci

Para expressar uma proteind

Colonias individuais

Placa mestre de
colénias de E. coli

Aplicar filtro de nitrocelulose na placa
para absorver celulas de cada coldnia

Filtro de nitrocelulose

Incubar o filtro em
solugao alcalina para

romper as células e desnaturar

0 DNA plasmidial liberado
Hibridizar com sonda marcada

- .

O sinal aparece
sobre 0 DNA
plasmidial que &
complementar
asonda

(b)
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DNA de fita simples ligado

DNAs complementares
hibridizados

marcado que ndo hibridizou

Lavar e eliminar DNA
ao DNA ligado no filtro

Realizar autorradiografia

FIGURA EXPERIMENTAL 5-16 Bibliotecas de cDNA podem
ser triadas com uma sonda radiativa para identificar um clone
deinteresse. O surgimento de um ponto na autorradiografia indi-
€a a presenga de um clone recombinante contendo o DNA comple-
mentar & sonda. A posigao do ponto na autorradiografia é aimagem
espelhada da posigao daquele determinado clone na placa de Petri

nal que complementa uma mutagdo recessiva. Essa estra-
tégia de triagem seria uma maneira eficiente para isolar
um gene clonado que corresponde a uma mutagéao reces-
Siva interessante identificada em um organismo experi-
Boq.:u_. Para ilustrar o método, chamado de complemen-
'3¢30 funcional, serd descrito como genes de leveduras
clonados em plasmideos especiais de E. coli podem ser
introduzidos em células de leveduras mutantes para iden-
tificar o gene selvagem defeituoso na linhagem mutante.
Bibliotecas construidas com o propésito de rastrear
Sequéncias génicas de leveduras geralmente sdo feitas a
Partir de DNA gendmico em vez de cDNA. Como nio

original (embora nao seja mostrada como reversa aqui, para fa
comp ). 0 alinh da autorradiografia com a placa de Petri
original localizard o clone correspondente a partir do qual células de
E. coli poderao ser recuperadas. (b) Esta diografia mostra cinco
coldnias de E. coli (setas) contendo o cDNA desejado. (Parte (b) repro-
duzida de H. Fromm e N.-H. Chua, 1992, Plant. Mol. Biol. Rep. 10:199.)

contém introns miiltiplos, os genes de Saccharomyces
s3o suficientemente compactos para que a sequéncia in-
teira de um gene seja incluida em um fragmento de DNA
gendmico inserido em um vetor plasmidial. Para se cons-
truir um plasmideo para biblioteca gendmica a ser triada
para a complementagdo funcional em células de levedu-
ra, o vetor plasmidial deve ser capaz de replicar em am-
bas as células, de E. coli e de levedura. Esse tipo de vetor,
capaz de se propagar em dois tipos diferentes de hos-
pedeiros, é chamado de vetor de transporte. A estrutura
de um vetor de transporte de _a<nm_..=.n tipico é mostrada
na Figura 5-17a. Este vetor contém os elementos basi-
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de DNA
cos que permitem a clonagem de mﬂ»mﬁﬂmavﬂmma uma
em . coli. Além disso, o vetor de e tanamous replicr
sequéncia de replicagdo aubnoma (4 uma origem pard
ting sequence, ARS), que atua como Uma BB
a replicagdo do DNA em leveduras; um cen regacio
Jevedura (chamado de CEN), que permite nn_mo_wa it
fiel do plasmideo durante a a_<mw.mo celular a 5 u.
¢ um gene de levedura que codifica uma enzima “M g
sintese de uracila (URA3), que serve como E:._N_E.
de selegio em um mutante de levedura apropriaco.

Pata aumentar a probabilidade de que todas as
regides do genoma da levedura sejam clonadas € _M
presentadas de maneira bem-sucedida na biblioteca
plasmideos, o DNA gendmico via de _.mmB.m.&wnzn_o
parcialmente, para gerar fragmentos de restrigdo .Bca.
postos com cerca de 10 kb. Os fragmentos sio ligados
a0 vetor de transporte no qual ositio de ligagao mal-
tipla foi clivado com uma enzima de restricdo que pro-
duz extremidades coesivas complementares aquelas dos
fragmentos de DNA de levedura (Figura 5-17b). Como
os fragmentos de restriao de DNA de levedura com cer-
ca de 10 kb sdo incorporados acs vetores de transporte
aleatoriamente, pelo menos 10° colonias de E. coli, cada
uma contendo um determinado vetor de transporte re-
combinante, s3o necessdrias para assegurar que cada re-
giao do DNA de levedura tenha uma alta probabilidade
de estar representada na biblioteca pelo menos uma vez.

A Figura 5-18 mostra como esta biblioteca genod-
mica de levedura pode ser triada para isolar o gene
mn_<»mn_= correspondente a uma das muragges termos-
sensiveis cdc mencionadas neste capitulo. A linhagem
de levedura inicial é um mutante duplo que necessita
de uracila para crescer devido a uma mutagio ura3 e
€ sensivel 3 temperatura devido a uma mutagio cdc28
identificada por seu fenétipo (ver Figura $-6). Plasmi-
mmom._dnoaznmnﬁm isolados a partir da biblioteca e
nomica de levedura sio misturados com células %m_o.
veduras sob condigdes que promovem 2 transformacs
das nn._n_.nu com DNA exdgeno. Uma vez que Mﬂ»c
uma copia do gene selvagem URA Bopram

5 3 carregad
mideo, as células de levedura :.u_.&o::nmwnmo%o&_omav_”.
T

w_ncabmxvma.!mz;_.m._u ::.u
bibli i
levedura pode ser construida em um vetor snw“%“..es_ﬂ S
dial que pode replicar em leved, ra de E. coll, (a) C ey

tIpico para clona =6

ura (CEN) permite i
Incluido tambem m.”-wm u_.”_

URA3, que permite
Provido de uracila, f; e

"3 replicagioe

- das com base em sua capacidade de cresc,
1t

am_cmg de uracila. Geralmente, cerca de 20 placy, de

ausénc delas contendo em torno de 500 |,

; cadauma s - a

anh.m rransformantes, $30 suficientes Para represey,,
:Mocwnnoaw da levedura. Essa colecio de levedurg

to

transformantes pode ser mantida a 23°C, tem Peraturg
que permie 0 crescimento do BEN:MS,, cdc28. Tody ,
colecdo nas 20 placas ¢, n:S;Po:‘m:m er &.n para placas
réplicas, que sio colocadas a 36°C, temperatura Qe nd
permite 0 crescimento de murantes cdc. As coldnias de
levedura portadoras de plasmideos _.nr,c:.&_:..:_am que
expressam uma copia ma_émna,n_o gene DC28 conse-
guirio crescer 2 36°C. Uma vez identificadas as colonias
de levedura resistentes & temperatura, & DNA plasmidia
pode ser extraido das células de levedura cultivadas ¢

er ng

sel

Sitio de ligagao multipla

(b)
YRR NN
YRR S
| o S

DNA genémico de levedura

Vetor de transporte Digerir uman_m_ags
A—n_?E com BamH| com Sau3A

sshv) £ora
-
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E SR
XROOA -’
R

Transformar E. coli 3
Selecionar por resisténci?

Isolar e agrupar u_um:._amc._m%
recombinantes a parti’ QM E
coldnias transformadas ¢
h_mnn 9endmica de levedura
@Mentacao fundional

Analisar bipi
Por com

o @

Levedura mutante cdc
termossensivel; ura3
(necessita de uracila)
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g de DNA de leved
com o marcador de selegao URA3

Q@O

Transformar leveduras por tratamento
com LiOAC, PEG e choque térmico

Plaquear e incubar em

temperatura permissiva
em meio sem uracila

Apenas colonias
portandoo (" = =
marcador URA3 £\

Apenas col6nias portando
um gene COC selvagem
conseguem crescer

conseguem Eazer placa-réplica
clesceq z incubar em temperatura
23°C nao permissiva 36°C
FIGURA EXFERIMENTAL 5-18 A triagem de uma biblioteca 5-17 séo incubados com as células de levedura mutantes sob condi-

6micade levedura por compl cao fi | pode iden-
tificar clones portadores da forma normal de um gene mutante
de levedura. Neste exemplo, um gene COC selvagem é isolado por
complementagao de um mutante de levedura cdc. A linhagem de
Saccharomyces usada para analisar a biblioteca de levedura possui
ura3 e uma mutagao termossensivel cdc. Essa linhagem mutante é
crescida e mantida em uma temperatura permissiva (23°C). Plasmi-
deos recombinantes agrupados preparados de acordo com a Figura

analisado por subclonagem e sequenciamento de DNA,
temas que serdo discutidos a seguir.

Aeletroforese em gel permite a separagao entre o
DNA do vetor e o de fragmentos clonados

Para manipular ou sequenciar um fragmento de DNA
clonado, as vezes ele deve ser primeiramente separado
do vetor de DNA. [sso pode ser feito pela clivagem do
clone de DNA recombinante com a mesma enzima de
restricdo originalmente usada para produzir os vetores
recombinantes. O DNA clonado e o vetor de DNA sio
submetidos 4 eletroforese em gel, um método eficaz
Para separar moléculas de DNA de tamanhos diferentes
(Figura 5-19).

Em pH préximo ao neutro, moléculas de DNA pos-
Suem uma grande carga negativa e, portanto, movem-se
em dire¢do ao eletrodo positivo durante a eletroforese
em gel. Como a matriz do gel restringe a difusio alea-
toria das moléculas, as que possuem o mesmo tamanho
Migram juntas como uma banda cuja largura € igual
4quela do sulco onde as amostras foram originalmente
aplicadas no inicio da eletroforese. Moléculas menores
S€ Movem pela matriz do gel com mais rapidez do que
jo_anc_mm maiores, de forma que moléculas de tamanhos
diferentes migram como bandas distintas. Moléculas de
DNA menores, com cerca de 10 a 2.000 nucleotideos,
mumm.ﬂ ser wovm_.u%.; a_m:o@nnanmaga em géis de po-
n_no:MM:in. e Bo_nnc_mm maiores, com cerca de 200 nu-

0s a mais de 20 kb, em géis de agarose.
UZ.M_”.. método comum para visualizacdo de bandas de
€paradas em um gel é incubar o gel em uma so-

¢oesque promovem transformagao. As relativamente poucas células
de levedura transformadas, que contém DNA plasmidial recombinan-
te, podem crescer na auséncia de uracila a 23°C. Quando as colénias
de leveduras transformadas sao colocadas em placas-réplica a 36°C
(temperatura nado permissiva), apenas os clones portadores de um
plasmideo da biblioteca que contém uma copia selvagem do gene
CDC sobreviverao. LIOAC = acetato de litio; PEG = polietilenoglicol.

lugdo com o corante fluorescente brometo de etideo. A
molécula plana liga-se a0 DNA, intercalando-se entre os
pares de bases. A ligagdo concentra o brometo de etideo
no DNA e também aumenta sua fluorescéncia intrinseca.
Como resultado, quando o gel é iluminado por luz ultra-
violeta, as regides do gel que contém DNA fluorescem
com muito mais intensidade do que as regides do gel sem
DNA.

Uma vez separado do DNA do vetor, um fragmento
de DNA clonado, sobretudo um fragmento longo, é de
costume tratado com vdrias enzimas de restrigio para
gerar fragmentos menores. Apds a separagao por eletro-
forese em gel, todos ou alguns dos fragmentos menores
podem ser individualmente ligados a um vetor plasmi-
dial e clonados em E. coli pelo procedimento habitual.
O processo, conhecido como subclonagem, é uma eta-
pa importante no rearranjo de partes de genes em novas
configuragdes dteis. Por exemplo, um pesquisador que
quer alterar as condigdes sobas quais umgene € expresso
poderia usar a subclonagem para substituir 0 promotor
normal associado a um gene clonado por um segmento
de DNA contendo um promotor diferente. A subclona-
gem também pode ser usada para obter fragmentos de
DNA clonados que possuam um tamanho apropriado
para determinar sua sequéncia de nucleotideos.

A reagao em cadeia da polimerase amplifica uma
sequéncia de DNA especifica a partir de uma
mistura complexa

Se as sequéncias de nucleotideos das extremidades de
uma determinada regido de DNA forem conhecidas, o
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(a) Fragmentos de restrigdo de ONA

Colocar mistura no sulcode
um gel de agarose ou acrilamida.
Aplicar campo elétrico

FIGURA EXPERIMENTAL 5-19 A eletroforese em gel sepan
moléculasde DNA de diferentes b (a) Um gel & prep
vertendo-se uma solugdo contendo agarose ou acrilamida entre duas
placas de vidro separadas por alguns milimetros. A medida queaaga:
rose solidifica ou a acrilamida polimeriza em poliacrilamida, forma-se
uma matriz de gel (elipses laranjas) composta por emaranhados de
longas cadeias de polimeros. As dimensdes dos canais comunicantes,
ou poros, dependem da concentragao de agarose ou acrilamida usada
para fazer o gel. As bandas separadas podem ser visualizadas por au
fioros diografia (se os s esti marcados radiativamente}
oupelaadicao de um corante fluorescente (p. ex., brometo de etideo)

que = ligaao DNA. (b) Fotografia de um gel corado com brometo de

e'® q'0 + (Eletrodo positivo) etideo (EtBr). O EtBr liga-se ao DNA e fluoresce sob luz UV. As bandas
4 nas canaletas das extremidades esquerda e direita sao conhecidas
Fas >a__.=o_mn=_nm se movem como marcadores de DNA - fragmentos de DNA de tamanhos co-
peos, poros emynB e nhecidos que servem de referéncia para determinar o tamanho dos

inversamente proporcional I
a extensao de suas cadeias “.Mm:_msom de DNA daamostra experimental. (Parte (b) Science Photo
rary)

- (Eletrodo negativo)
Particula de gel

fragmento entre elas poderd ser amplificado direramentt
pela reagdo em cadeia da polimerase (polynicrase chait
reaction, PCR). Serao descritos a técnica de PCR bisica¢
TS situacdes nas quais é usada.

APCR depende da habilidade de desnaturar altern®
damente moléculas de DNA de fita dupla e hibridizar fi®
ﬁ.v_a @mplementares de modo controlado. Confor™®
&wSR& 1 Figura 5.0, uma PCR tipica comega com?

MU0 de uma amostra de DNA em fitas SMPIS

por calor, a 95°C, Denyo; A 2 inté-
4 4 - Depois, dois oligonucleotideos S
__naooav_nan:a_.nm &

3 ) ; de
DNA-: ares 4 extremidade 3’ do segment®
Mswhw%awmo adicionados em grande excesso a0 UQM
Os o_mmo:ﬁ_un 4 temperatura é reduzida para 50 3 60 a.
§éo aasp_oa_n._s.w especificos, que estdo em nozga__o
533_8.—5“». hibridizardo com suas sequéncias nn.vaw &
amostr EBM”ME deDNA, enquanto as longas fit

X ..»
& €rao sej sua bar¥
DnCentragio, () paradas por conta de .

Singis . €130, oo ey EON ileotideos hibridizados T

i D
correspond
4 bandas no‘mﬂ”

5

Submeter 3 autorradiografia
ou incubar com corante
fluorescente

4, toda a mistura ¢ aquecida
y QUEEIES. - qu
..&:%M> fecém-formado. Um_uo_m.m_e de

1!
~©C novamente, ocorre outro ©
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1) ANIMAGAO DA TECNICA: Reacdo em cadeia da polimerase

FIGURA 5-20 A reacao em cadeia da polimerase (PCR) ¢ bas-
tante usada para amplificar regides do DNA de sequéncias conhe-
cidas. Para amplificar uma regido especifica do DNA, um pesquisador
ira sintetizar quimicamente dois oligonucleotideos iniciadores dife-
rentes complementares a sequéncias de aproximadamente 18 bases
flanqueando a regiao de interesse (designadas como barras azuis cla-
ras e azuis escuras). A reagdo completa é composta por uma mistura
complexa de DNA de fita dupla (geralmente DNA genémico contendo
asequéncia-alvo de interesse), um excesso estequiométrico de ambos
os iniciadores, os quatro desoxinucleosideos trifosfato e uma DNA-
-polimerase termoestavel conhecida como Tag-polimerase. Durante
cadaciclo de PCR, a mistura da reagao € primeiramente aquecida para
separar as fitas e resfriada para permitir a ligagao dos iniciadores as
sequéncias complementares flanqueando a regiao a ser amplificada.
A Tag-polimerase estende cada iniciador a partir de sua extre
3; gerando fitas novas recém-sintetizadas que se estendem na dire-
¢ao 3’ para a extremidade 5’ da fita molde. Durante o terceiro ciclo,
duas motéculas de DNA de fita dupla sao geradas com tamanho igual
a sequéncia da regido a ser amplificada. Em cada ciclo sucessivo, o
segmento-alvo, que ira anelar aos iniciadores, é duplicado e even-
tualmente excede em nimero todos os outros segmentos de DNA na
mistura dareagao. Ciclos de PCR sucessivos podem ser automatizados
pelaciclagem da reagao por intervalos cronometrados em alta tempe-
ratura para desnaturar o DNA e em determinadas temperaturas mais
baixas para as etapas de anelamento e alongamento do ciclo. Uma
reagao com 20 ciclos ira amplificar a sequéncia-alvo especi i
Ihdo de vezes.

sintese, pois o excesso de iniciadores ainda estd presente.
Repetidos ciclos de desnaturagio (aquecimento) seguidos
por hibridizagio e sintese (resfriamento) amplificam rapi-
damente a sequéncia de interesse. A cada ciclo, o nimero
de copias da sequéncia entre os sitios dos iniciadores é
duplicada; portanto, a sequéncia de interesse aumenta ex-
ponencialmente — cerca de um milhdo de vezes apés 20
ciclos -, enquanto todas as outras sequéncias da amostra
original de DNA permanecem nio amplificadas.
Isolamento direto de um segmento especifico de DNA
genémico Para organismos nos quais todo o genoma,
ou a maior parte dele, tenha sido sequenciado, a am-
plificacdo por PCR, comegando com DNA gendmico
total, tende a ser a maneira mais fcil de se obter uma
regido especifica do DNA de interesse para clonagem.
Nessa aplicagdo, os dois oligonucleotideos iniciadores
sao projetados para hibridizar em sequéncias que flan-
queiam a regiio gendmica de interesse e para incluir
sequéncias que sdo reconhecidas por enzimas de restri-
§20 especificas (Figura 5-21). Apés a amplificagdo da
sequéncia-alvo desejada por cerca de 20 ciclos de PCR,
clivagem com as enzimas de restri¢do apropriadas pro-
acﬁﬂ: extremidades coesivas que permitem a ligagao
eficiente do fragmento em um vetor plasmidial clivado
v.m_m Mmesma enzima de restrigdo no sitio de ligagdo mul-
tipla. Os plasmideos recombinantes resultantes, todos
€arregando o fragmento de DNA gendmico idéntico,
Podem, entio, ser clonados em células de E. coli. Com
determinados refinamentos da PCR, até mesmo frag-
Mentos de DNA maiores do que 10 kb podem ser assim
aMplificados e clonados.

e Desnaturagao do DNA
Anelamento dos iniciadores

= =

1———

e Alongamento dos iniciadores

== = i
@ Desnaturagao do DNA
Anelamento dos iniciadores

Ciclo 2

Desnaturagao do DNA
Anelamento dos iniciadores

=

Ciclo 3

Ciclos 4, S, 6, etc.

Esse método nio envolve a clonagem de grandes
nimeros de fragmentos de restrigdo derivados de DNA
gendmico e sua subsequente triagem para identificar o
fragmento de interesse especifico. Na realidade, o méto-
do de PCR inverte a abordagem tradicional e evita seus
aspectos mais entediantes. O método de PCR serve para
isolar sequéncias génicas a serem manipuladas em uma
variedade de maneiras dteis descritas posteriormente.
Além disso, o método de PCR pode ser usado para isolar
sequéncias génicas de organismos mutantes a fim de de-
terminar como eles diferem do tipo selvagem.
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Uma variagao do método de PCR permite a amplifi-
cagdo de uma sequéncia de cDNA especifica a partir de
mRNAs celulares. Esse método, conhecido como trans-
~ criptase reversa-PCR (RT-PCR), comega com 0 mesmo

- procedimento descrito para o isolamento de cDNA 2
partir de uma colegdo de mRNAs celulares. Geralmente,
um iniciador oligo-dT, que hibridizari com a cauda de
~ poli(A) na extremidade 3' do mRNA, & utilizado como
. ﬂw&nun_,...:. para a sintese da primeira fita de cDNA pela
 transcriptase reversa, Um cDNA especifico pode ser jso-
lado a partir dessa mistura complexa de cDNAs pela
acdo por PCR utilizando dois oligonucleotideos
res ;..w_nsh_.ﬂ para parear com sequéncias das
5" e 3' do mRNA correspondente, Como
ciadores poderiam ser projetados para in.
stricdo que facilitam aiinsercio do cDNA
vetor plasmidial adequado,
e ser realizada de maneira

RIMENTAL 5-21 Uma regido-alvo especific,
ico total pode ser amplificada por PCR para g,
iniciador para PCR & complementar a uma o
vo e inclui a sequéncia de reconhecimep.
tremidade S de restrigao que no possui um sitio dentro g
=Nvﬁ_m~m exemplo, o iniciador 1 contém uma sequénciy
ja-alvo. Nes iniciador 2 pOssui Uma sequéncia para Hingy.
apenas uma qwm_anmm m“wn m.‘aom:mn_m em cads
ificaca entre colchetes.) Apds a amplificacao,
an_oammaﬁ_ﬁwmwoo.“.”mn_wm com as enzimas de restrigao mnmou:n”
ndo fragmentos com mx:m_.:.amnmm coesivas. Estes podem
rados em vetores plasmidiais noan_m:,m.:.mam € clonados
ﬁﬁmﬂwmoqg&ouonanm&amzs habitual (ver Figura 5-13),
em

quéncia de mRNA prossegue- Pela nxm__.u%o_.mmwo dessas
quantidades, uma estimativa da quantida .m inicial de se-
quéncias de mRNA pode ser obtida. A reacao de z._..vnx
quantitativa realizada em Rn_aom Ou em organismos in-
teiros utilizando iniciadores n_:an_o:maom. a genes de in-
teresse fornece uma das metodologias mais precisas para
acompanhamento de alterages na expressao genica.

Preparagdo de sondas Foi previamente Bn:ﬁo:.wm.o que
sondas de oligonucleotideos para ensaios de hibridiza-
¢io podem ser quimicamente sintetizadas. A preparagio
das sondas por meio de amplificagdo por PCR requer a
sintese quimica de apenas dois iniciadores relativamen-
te pequenos, correspondendo as duas extremidades da
sequéncia-alvo. A amostra inicial para a amplificaio
por PCR da sequéncia-alvo pode ser uma preparagio
de DNA gendmico ou de cDNA sintetizado a partir
do mRNA celular total. Para gerar um produto radia-
tivamente marcado a partir de PCR, dNTPs marcados
com P sio incluidos durante os varios dltimos ciclos
de amplificacio ou um produto fluorescente pode ser
obtido pelo uso de dNTPs marcados fluorescentemen-
te durante os tltimos ciclos de amplificagio. Como s
sondas preparadas por PCR sio relativamente longas®
POssuem muitos nucleotideos radiativos ou fluorescen-
1€ incorporados a elas, geralmente produzem um sinal

mais forte € mais especifico do que sondas sintetizadas
quimicamente.

“;mm,sn.mc.a.m genes por mutagdes insercionais Outr
€acdo itil daPCR é 2 amplificagio de um gene “Ma"

cado” a partir do DNA gendm: ! et
tante. Essa ahorq genomico de uma linhagen

i agem consiste em um método para i
M_W“”._W 1 associados com um M“ﬁ:.::mmon fen6tip®
e :“....N simples do que a rriagem de uma biblio®*

A _w Mtaao funcional (ver Figura 5-18)-

e %Nn._wh_wﬁ €sse uso da PCR & a habilidade Ew
nhecida de Uw.nMa POr insercio de uma sequéncid na‘
mental, As 10 genoma de um organismo ongum

: "Utagdes insercionais podem ser 8€f%

s i
CMENtos méveis de DNA, que s¢ M2

b ‘.‘.mw“““m”w a.mm Organismos e podem onmm_.”w“
regides cogj ¢ fingio quando se transpde™ P
: Codificadorgs ge anm_:wM g

i~
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Transposon
sitios de _.mu:amo.» a a
Clivar com
enzima de restrigdo
5
3
%
§
w FIGURA 5-22 A sequéncia gendmica no sitio
ﬁzﬂ de inser¢do de um transposon é revelada por am-
s plificagdo por PCR e sequenciamento. Para obter
- a sequéncia do sitio de inser¢ao de um transposon
Ligar para elemento P, é necessario amplificar por PCR a jungao
recircularizar entre sequéncias conhecidas do transposon e sequén-
cias cromossdmicas flanqueadoras desconhecidas.
ST N Um método para se fazer isso é clivar DNA genémico
o\x\ Iniciadores de PCR com uma enzima de restricao que cliva asequénciado
w transposon uma vez. A ligagao dos fragmentos de res-
@ trigao resultantes produzira moléculas de DNA circula-
'Y res. Utilizando iniciadores adequadamente projetados
xﬁﬂﬂdéa que pareiam a sequéncias do transposon, € possivel

Amplificagdo por PCR com
iniciadores para o transposon

Iniciador para
sequenciamento

—
CPeworsssz=sr=(]

Por exemplo, pesquisadores modificaram um ele-
mento mével de Drosophila, conhecido como elemen-
to P, para otimizar seu uso na geragdo experimental
de mutagbes insercionais. Quando demonstrado que
a inserg@o de um elemento P causa uma mutagdo com
um fendtipo interessante, as sequéncias gendmicas adja-
centes ao sitio de inser¢do podem ser amplificadas pela
variagdo do protocolo de PCR que utiliza iniciadores
sinteticos complementares a sequéncia conhecida do ele-
mento P, mas que permite a amplificagdo de sequéncias
vizinhas desconhecidas. Um desses métodos, ilustrado
na Figura 5-22, comega com a clivagem de DNA gen6-
mico de Drosophila que contém um elemento P inseri-
do, com uma enzima de restrigio que cliva uma vez o
U.Z> do elemento P. A colecdo de fragmentos de DNA
clivado tratada com DNA-ligase gera moléculas circu-
_m:.”m., algumas das quais contém DNA do elemento P. A
r€g1d0 cromoss6mica que flanqueia o elemento P pode,
entdo, ser amplificada por PCR, utilizando iniciadores
“_M_n%w..n_.ma sequéncias do n_n_.z.nzao P e sdo alongados
mnumoancnw_ovoﬁ»w. A sequéncia n_.o ?um_.:m.z.no ampli-
s ﬂn_.n—%wc tante pode ser n_nﬂﬂ_.:_:mmm. E___Nm._:mo.mm
L iro _:_n._mmo_. Lm OZ.>. A sequéncia nqw_n_m_ para
Gy M:. umsitio de insergdo do elemento w €ajungdo
s _ux:.o_da.»nn do elemento P e as sequéncias geno-

- D€ maneira geral, essa abordagem evita a clona-

m_“”.. de um grande niimero de fragmentos de DNA e sua

oS gem para detectar um DNA clonado corresp ondente
gene de interesse mutado.

o .gmﬂomg semelhantes foram aplicados a outros or-

USMos para os quais as mutagdes insercionais podem

amplificar por PCR o fragmento da jungao desejado.
Finalmente, uma reagao de sequenciamento de DNA
(ver Figuras 5-23 e 5-24) é realizada usando o fragmen-
ado por PCR como molde e um oligonucleo-
tideo iniciador que pareia as sequéncias proximas da
extremidade do transposon para obter a sequéncia da
jungaoentre o transposon e 0 cromossomo.

ser geradas usando elementos méveis de DNA ou virus
com genomas sequenciados que podem se inserir alea-
toriamente no genoma.

Moléculas de DNA clonadas sao rapidamente
sequenciadas por métodos baseados em PCR

A caracterizagdo completa de qualquer fragmento de
DNA clonado requer a determinagao de sua sequéncia
de nucleotideos. A tecnologia usada para determinar a
sequéncia de um segmento de DNA representa um dos
campos que se desenvolve com mais rapidez em biologia
molecular. No final dos anos 1970, F. Sanger e colabora-
dores desenvolveram o procedimento de terminagao de
cadeia, que serviu como base para a maioria dos méto-
dos de sequenciamento de DNA pelos 30 anos seguintes.
A ideia por trds desse método ¢ sintetizar um conjunto
de fitas-filhas de DNA a partir do fragmento de DNA
a ser sequenciado, marcadas em uma das extremidades
e terminadas em um dos quatro nucleotideos. A sepa-
ragdo das fitas-filhas truncadas por eletroforese em gel,
que pode separar fitas que diferem em tamanho por um
nucleotideo, pode revelar o tamanho de todas as fitas,
terminando em G, A, T ou C. A partir dessas colegoes de
fitas de diferentes tamanhos, a sequéncia de nucleotideos
do fragmento de DNA original pode ser estabelecida. O
método de Sanger passou por virios aperfeicoamentos
e agora pode ser completamente automatizado, porém,
como cada nova sequéncia de DNA requer uma reagao
de sequenciamento individual, a taxa global na qual no-
vas sequéncias de DNA podem ser produzidas pelo mé-
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todo é limitada pelo nimero total de reagdes 2 serem

realizadas ao mesmo tempo. ) e
Um avango na tecnologia de sequenciamento 0 -

quando foram concebidos métodos que permitem que U

tinico equipamento de sequenciamento realize bilhdes M_.n
o i imul te por sua con-

reagdes de iamento si por sua

; n rficie de

centragao em pequenos agrupamentos na supel
um substrato sélido. Desde 2007, quando os n__mawﬁ._om
sequenciadores de sltima geragio se tonaram comercial-
mente disponiveis, a capacidade para produgzo de novas
sequéncias aumentou bastante e desde entao tem n_cv_.ﬁ_.o
a cada ano. Em um método de sequenciamento populas, F.u_.
Ihdes de fitas de DNA diferentes a serem sequenciadas 30
preparadas pela ligacio de regioes conectoras de fita dupla
em suas extremidades (Figura 5-23). Depois, os fragmentos

Ligar Desnaturar, entdo
regioes anelar iniciadores
= conectoras
_ A& de DNA
Desnaturar
e lavar
Anelar
Sintese de DNA

10 X PCR

FIGURA EXPERIMENTAL 5-23 Geragio de agrupa

de moléculas de DNA idénticas ligadas a um u_._.ouh mM_E..H.....”
grande colegso de moléculas de DNA aser sequenciada & ligada a re-
gioes conectoras de fita dupla, que se unem a cada extremidade do
fragmento. O DNA & ento amplificado por PCR usando iniciadores
complementares as sequéncias das regides conectoras que estao C
im:.m...m:ﬁ ligadas a um substrato sélido. Dez ciclos de wsu_.a,_nw
Mno .m»nb:. cercade 1.000 copias idénticas dofragmento de DNA [oca-

j gi lesta ligad

extremidades ao substrato solido. mmﬂmﬂmun%m sdo oa.u.nmﬂ:vu >
produzir cerca de 3 X 10° agrupamentos distinto: vo&ﬂouuma
Prontos para serem sequenciados. e 1 9

<50 amplificados POT PCR, utilizando iniciagorg
de DNA 35 sequéncias das regides conectorgs, 4
que sd0 vunﬁn_*.wmm 30 por PCR difere da amplificagzgo _.5_.
ns&o%mau_ _mn:.M% na Figura 5-20 porque os inicjad,.
_unw.m».nao:x.v covalentemente ligados a um subgtr,g
zw.E___N»m.om mwﬁ“_..mﬁ_am em que a amplificacdo por 1m.,x
solido. Assim, max:.n:._mn_m% de cada fita-filha de DNj 4
prossegue, Uma = d substrato, €, ao final da ampl;.
covalentemente ligada a0 do PCR idénticon el
ficagio, cerca de 1.000 produtos de \denticos estdo
ligados 4 superficie em um estreito agrupamento.

Esses agrupamentos uo%_.: ser man:m:nzaom pelo
uso de um microscopio especial para o registro de deso-
xirribonucleotideas (dNTPs) fluorescentemente marca-
dos & medida em que 30 ino_._uo_.m.n_g um de cada vez
pela DNA-polimerase em uma mnaw_u crescente .%4UZ>
(Figura 5-24). Primeiro, uma fita m.n__<mn§ e 1:::5%,
deixando um molde de DNA de fita simples. Entdo, o
sequenciamento ¢ realizado em cerca de 1.000 moldes
idénticos em agrupamentos, um nucleotideo por vez.
Todos os quatro dNTPs sdo marcados fluorescentemen-
te e adicionados 4 reagdo de sequenciamento. Depois,
permite-se que anelem; o substrato é registrado, e a cor
de cada agrupamento, gravada. Posteriormente, a marca-
o fluorescente é quimicamente removida e permite-se
que um novo dNTP se ligue. Esse ciclo é repetido cerca
de 100 vezes, resultando em bilhdes de sequéncias com
aproximadamente 100 nucleotideos.

Para sequenciar uma longa regido continua de DNA
gendmico ou mesmo o genoma inteiro de um organis-
mo, pesquisadores geralmente empregam uma das es-
tratégis ilustradas na Figura 5-25. O primeiro método
requer o isolamento de uma colegio de fragmentos de
DNA clonados cujas sequéncias sio sobrepostas. Uma
vez %5.55.»&» a sequéncia de um desses fragmentos,
o__mozﬁ_ao.ﬂa.now baseados em um dos fragmentos po-
Mwﬁowm“m“_“a“”.a.:n sintetizados para uso como :w“
adjacentes. %Masn_mamnmc de fragmentos sobrepo mﬂ%
BN o (o e uma longa regidet/
S a de forma crescente pelo seque i

agmentos de DNA clonados sobrepos

tos 5
que a compdem. Um segundo método, chamado de

Sequenciamento g, d
i Otgun, pu hosa do
isolamento e 8un, pula a etapa trabal

DNA que uvsswaanow&o ordenada de mmm5n="ow M_n.
Ve simplesmene o 10do 0 genoma, Este método en o
de uma biblitecs BRI S0 e clones alcatht es
€ escolhido pary gendmica. Um niimero total de lo:m.
dia cada %msnsﬂwn Mcnsn_naasa de forma que em M
10 vezes, 0 grau d 0 genoma seja sequenciado cercd

Mento do genomg € cobertura assegura que cada mmnM
A'sequincia do gunst . S9€Nciado mais de uma Ve
zando um algoritmg M_ 2 Inteiro ¢, entdo, mo ntada U <1
Sequéncias, ugandy € computador que alinha toda M
quenciamenpy, f, SUas regiges de sobreposi¢do- 0 3
O18Un € 0 método majs eficiente € RM
0 de longas regides de UZo.
, inclusive o genoma huma™

o :
Ol sequenciad, Por tal méro g
0,

[1] clivar uma fita do DNA,
desnaturar € _mxm: st
deixando fita simples

A Adicionar @-C-
novo iniciador € T
dNTPs marcados e —
fluorescentemente; =
um dNTP se liga;
lavar 0 excesso h

.To\H H Repetir até que
a fitade DNA
seja replicada

H visualizagio
fluorescente para
determinar qual
dNTP ligou

B Remover
quimicamente
o fluoréforo
ligado e lavar

FIGURA EXPERIMENTAL 5-24  Uso de trifosfato de desoxir-

:%e::n_mo»_amou marcados com fluorescéncia para deter
w%%_o sequéncia. > reaao comega pela clivagem de uma fita do
am_..mN_.mnmno.,>mou a desnaturagao, uma Unica fita do Uz>.vm.7
tcoé y nmmN a nm_c_.m nm fluxo. Um o:moammox_::m_mo@n_mo. sinté-
oot 1zado como iniciador para a reagao de polimerizagao que
INTPs, cada um deles marcado fluorescentemente com uma

A marcagao fluorescente é projetada para bloquear o
asim :M:_ao .nz.:u. 0 que previne a continuagao do .w_mimmim:»o
oamﬂo n_mzmqm incorporado. Como a DNA-polimerase ird incorporar
deDNA e Pfluorescente em cada uma das cerca de 1.000 copias
de mane;, E:. adrupamento, 0 agrupamento inteiro mma. marcado
\ea uniforme com a mesma cor, que podera ser visualizada

EMum L
am:.om:h_maom&u_o especial. Uma vez visualizados todos 0s agrupa-
n___amnm. am-n.mnomm fluorescentes sao removidas por uma réagao

Para o u-n_o”mm deixa uma nova extremidade do iniciador disponivel
"escéngja, cHo n_n_nw deincorporagao de dNTP marcado com fluo-
9dlos ge P _Aw '€3¢30 de sequenciamento tipica pode realizar 100
m.on_..m.x_m%_am:#nmo. possibilitando determinar 100 bases de
Samenty aw-_N cada agrupamento. Assim, uma reacao de sequen-
X 1gn vmmmmmn desse tipo pode gerar informagao sobre cerca de 3
5>:n3m _.omm Sequéncia em aproximadamente dois dias. (Usua-

cxvizaamr_,h_mqﬁﬁ Onm:<<m~<<m3A..:nu“\\ovm:imgﬁmba\iz\
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—_—

>

Criar biblioteca Criar biblioteca
alinhada de cDNA aleatoria de cONA

L Jp— [
o : ey =
| - G — G~
Pl = S

= X —
—_— | = =

l }

Fragmentos da Fragmentos da
sequéncia ordenados sequéncia ndo ordenados

! |

Ler sequéncia em ordem Alinhar clones
determinada pelo mapa sequenciados por
de clones computador

/.\
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-25 Duas estratégias para mon-
tar sequéncias gendmicas inteiras. Um método (a esquerda) de-
pende do isolamento e da formagao de um conjunto de segmentos
de DNA clonados que abrangem o genoma. Isso pode ser feito pelo
pareamento de segmentos clonados por hi izagao ou por alinha-
mentode mapas desitio de restri¢ao. A sequénciade DNA dos clones
ordenados pode, entao, ser montada em uma sequéncia genémica
completa. O método alternativo (a direita) depende da facilidade re-
lativa do sequenciamento de DNA automatizado e ignora a etapa tra-
balhosa de ordenagao da biblioteca. Sequenciando clones aleatdrios
da biblioteca em quantidade suficiente de forma que cada segmento
dogenoma sejarepresentado de 3 a 10 vezes, é possivel reconstruir a
sequéncia gendmica por alinhamento computacional do grande nu-
mero de fragmentos de sequéncia.

CONCEITOS-CHAVE da Segdo 5.2
Clonagem e caracterizagdo do DNA

* Na clonagem de DNA, moléculas recombinantes sio
formadas in vitro pela insergdo de fragmentos de DNA
em moléculas de vetores de DNA. As moléculas de
DNA recombinantes sio, entio, introduzidas em célu-
las hospedeiras, nas quais replicam, produzindo gran-
de nimero de moléculas de DNA recombinantes.
Enzimas de restrigdo (endonucleases) geralmente cor-
tam o DNA em sequéncias palindrémicas especificas
de 4 a 8 pb, produzindo fragmentos definidos que ge-
ralmente tém caudas de fita simples complementares a
si mesmas (extremidades coesivas).

Dois fragmentos de restrigio com extremidades
complementares podem ser unidos com DNA-ligase
para formar uma molécula de DNA recombinante
(ver Figura 5-12).

Vetores de clonagem de E. coli sio pequenas molécu-
las circulares de DNA (plasmideos) que incluem trés
regides funcionais: uma origem de replicagdo, um gene
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gerais bastante utilizadas que dependem ¢,

o bacio de dcidos nucleicos para nmn_ua\nﬁ quand
hibridiza@0 -  expressos, bem como métodos par,

e 0 genes S40 ¢ i i
Mn ﬂw@s:ﬂﬂpﬁ:._mm%m de proteina e manipular ge.

quéncias de »Bmsom.nﬂmm de outr wh:mhw_mmnwcm__: de de-
terminar seus padroes ¢ oxv_.amﬁ el MS €sua
fungao, Mais especificamente, ap oS OS316E 100as essag
técnicas basicas s0 examinadas nas préximas secdes.
Técnicas de hibridizagdo permitem a deteccdo de
fragmentos especificos de DNA e mRNA
Dois métodos bastante sensiveis para detecgio de umg
dererminada sequéncia de DNA ou RNA em uma mistu-
ra complexa combinam a separagdo por eletroforese em
gel e a hibridizagao com ==..m‘mo=nu de DNA complemen-
tar marcada de forma radiativa ou fluorescente. Um ter-
ceiro método envolve a hibridizagdo de sondas marcadas
direramente em uma amostra de tecido preparada. Serio
encontradas referéncias a todas as trés técnicas, que apre-
sentam numerosas aplicagdes, em outros capitulos.
Southernblotting A primeira técnica de hibridizagdo para
detecgio de fragmentos de DNA de uma sequéncia cs-
pecifica é conhecida como Southern blotting, em home-
nagem a seu criador E. M. Southern. A técnica é capaz
de detectar um dnico fragmento de restrigio especifico
em uma mistura altamente complexa de fragmentos pro-
duzidos por clivagem do genoma humano inteiro com
uma enzima de restri¢do. Quando a mistura complexa
¢ submetida i eletroforese em gel, tantos fragmentos
de tamanho semelhante estdo presentes, que nio é pos-
sivel Emm.ﬁ&_..mn:_._:s fragmento de DNA como uma
banda inica nogel. Mesmo assim, ¢ possivel identificar
um determinado fragmento migrando como uma banda
ﬁpmm_bam sua capacidade de hibridizagao a uma sonda
6.2.?%&:8. Para realizar isso, os fragmentos d¢
.na”_M_soMN %n._.ﬂan_a no wa_. sdo n_ams.»E_.»nom com .in,__._
T MNJE um filtro de nitrocelulose ou uma
5-26). Esse _.on. on por c.»:&ﬂ..o:m_m .:105:5 (Figura
w10 el w_._.»snwno preserva a distribuigao dos msm_ﬂ__m
€usado porque 0 uma réplica do gel no filtro. (O %10
10 gel ori ._“__ VN w.n_ﬁn_n\m n3o se difundem de imediat®
n._m.s_gmmm_ﬁ il tro € entdo incubado sob mo.zn__noﬂ
cada, geralmente M uma sonda de DNA especifica m?
for Y asn-._. 9 ,MWM_@:G a‘n restrigao de DNA n_w__o
delben o a hibridiza, e sua _Onu.__sno_s
ead-on .u.”..nm%_ por autorradiografia P i
‘amente marcada ou por registr®
€€ para uma sonda marcada fluo™®s
3 A PCR seja mais usada na detes’
13 determinada sequéncia em UM
Outhern blotting ¢ ainda util :w
€ntre sequencias genomicas n_n:w
_.m.a.wam:mnmm as por P

rias técnicas
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» mas mais basicas de € m_n
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-25 A técnica de hern blot

auma sonda marcada produzirao um sinal

g que
em uma jrafia. Uma técnica semelhante chamada de Nor-

pode detectar um fragmento de DNA especifico em uma mi

complexa de fragmentos de restri¢ao. O diagrama ilustra trés frag-
mentas de restricao diferentes no gel, mas o procedimento pode ser
aplicado em uma mistura de milhares de fragmentos de DNA. Apenas

determinado gene pode ser acompanhada pelo ensaio do
mRNA correspondente por mcio de Northern blotting,
batizado, por um jogo de palavras, em homenagem ao
método relacionado de Southern blotting. Uma amostra
de mRNA, geralmente o RNA celular total, é desnatu-
rada pelo tratamento com um agente como o formalde-
ido, que rompe as ligagdes de hidrogénio entre os pares
de bases, assegurando que todas as moléculas de RNA
estejam em uma conformagio linear. Os RNAs indivi-
duais sdo separados pelo tamanho por eletroforese em
gel e transferidos para um filtro de nitrocelulose ao qual
os RNAs estendidos ¢ desnaturados sio aderidos. Assim
como no Southern blotting, o filtro é exposto a uma son-
da de DNA marcada complementar ao gene de interesse;
finalmente, o filiro marcado ¢ submetido & autorradio-
grafia. Como a quantidade de um RNA especifico em
Uma amostra pode ser estimada por um Northern blot,
0 Eo,.an_maa_.:o ¢é bastante utilizado para comparar as
Mw_nzsn_»n_mm de um determinado mRNA em células sob
ferentes condi¢des (Figura 5-27).

”_“M“_Munmo insitu O Zolv‘..:.: blotting :onnmm._.s daex-
Célulgs h a_z.é» @m uma nn_..__m ou de uma mistura _%
cal :o_.”du_ﬁ__._u implica na remogdo das células de seu lo-
alocaiy. £m um organismo ou tecido. Como resultado,
&ova_dm_n_omo da célula e sua relagdo com suas <_N_.=_Sm
eSul n__ as. Para reter as informagdes posicionais em

€ eXpressao génica precisos, um tecido inteiro
0, ou até mesmo um embrido inteiro per-
» Pode ser submetido & hibridizagao i situ
ir 0 mRNA codificado por um determinado
€cnica permite que a transcrigo génica seja
10 tempo e no espago (Figura 5-28).

Ou Secciona,

Eosvm_mNmn_O&
Para deecyy
Bene. Esea o
Eo:mnc.—.»am

Enam_._.m

MNaliar g Njos de DNA podem ser utilizados para se

0, . EXPressio de varios genes ao mesmo tempo
3 :mﬂ_.:o.,.na._n:mo da expressao de milhares de genes si-
vmwn nte € possivel com a anilise de microarran-

'L Outra técnica baseada no conceito de hibri-

& wian = : "
~ ¢€dcidos nucleicos. Um microarranjo de DNA

thern blotting detecta mRNAs especificos em uma mistura. (Ver E. M.
Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98:508.)

consiste em um arranjo organizado de milhares de se-
quéncias génicas especificas individuais agrupadas e liga-
das a superficie de uma limina de microscépio de vidro.
Acoplando a anilise de microarranjos com os resultados
dos projetos de sequenciamento gendmico, 0s pesquisa-
dores podem analisar os padrdes globais de expressao
génica de um organismo durante respostas fisiolGgicas
especificas ou processos de desenvolvimento.

S5kb —

2kb—

1kb—

0,65 kb —; 3 mRNA de
085 ko — -
FIGURA EXPERIMENTAL 5-27 Anilise de Northern blot re-
vela expressao aumentada de mRNA de B-globina em células de
ritrol ia dif iadas. O mRNA total em extratos de células
de eritroleucemia que foram cultivadas, mas ndo induzidas, e em cé-
lulas induzidas para parar o crescimento e diferenciar por 48 ou 96
horas foi analisado por Northern blotting para o mRNA de B-globina. A
densidade de uma banda é proporcional & quantidade de mRNA pre-
sente. O MRNA de B-globina dificilmente é detectavel em células nao
induzidas (canaleta UN), mas aumenta em mais de 1.000 vezes apos
96 horas de diferenciagao induzida. (Cortesia de L. Kole.)
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(a)

FIGURA EXPERIMENTAL 5-28 A hibridizago in situ v&o
detectar a atividade de genes especificos em embrides inteiros
e seccionados. O espécime é permeabilizado por tratamento com
detergente e uma protease para expor o mRNA a sonda. cam son-
dade DNA ou RNA, especifica para o mRNA de interesse, é feita com
analogos de nucleotideo contendo grupos quimicos que uoaw_.s ser

reconhecidos por anticorpos. Depois que o espécime p: do

rmadoonde a sonda hibri izou a0 mRNA sendo detectado. (a) Um

fo -
embriao inteiro de camundongo com cerca de 10 dias de desenvol-

vimento sondado para mRNA de Sonic hedgehog. O corante marcaa
da (set:

d

( Iha), um filamento de 'me que percorre
afuturaespinhadorsal. (b) Uma seccao de um embriao de camundon-
go semelhante aquele daparte (a). O eixo dorsoventral do tubo neural
(NT) pode ser visto, com a notocorda expressando Sonic hedgehog

foi incubado com a sonda sob condig6es que pi hibridizaga

0 excesso de sonda é removido por uma série de lavagens. O espéci-
me é entdo incubado com uma solugao contendo um anticorpo que
se ligaa sonda. Este anticorpo é covalentemente ligado auma enzima
reporter (p. ex., peroxidase ou Icalina) que gera um produto
de reagao colorido. Apos a remogao do excesso de anticorpo, o subs-
trato para a enzima reporter é adicionado. Um precipitado colorido é

Preparacao de microarranjos de DNA Em um método
para preparo de microarranjos, uma porgao contendo
cerca de 1 kb da regiao codificante de cada gene ana-
lisado é individualmente amplificada por PCR. Um dis-
positivo robético é utilizado para aplicar cada amostra
de DNA amplificada 4 superficie de uma limina de mi-
croscopio de vidro, que é entdo quimicamente processa-
da para fixar permanentemente as sequéncias de DNA
a superficie do vidro e desnaturé-las. Um arranio tipico
pode contar cerca de 6.000 pontos de DNA em uma gra-
decom 2 X 2 cm.

Em um método alternativo, miltiplos oligonucleoti-
deos de DNA, geralmente contendo cerca de 20 nucleo-
tideos de comprimento, sio sintetizados a partir de um
nucleotideo inicial que é covalentemente ligado 2 super-
ficie de uma ldmina de vidro. A sintese de um oligonu-
cleotideo de sequéncia especifica pode ser programada
em uma pequena regiao da superficie da limina. Virias
sequéncias de oligonucleotideos de um tnico gene sio
assim sintetizadas em regides vizinhas da limina para se
analisar a expressdo daquele gene. Com tal método, poli-
nucleotidases que representam milhares de genes _v,on_ns
ser produzidas em uma tnica limina de vidro, Como os
métodos para construgao dos arranjos de oligonucleot;-
deos sintéticos foram adaptados de métodos de produ-
a0 de circuitos integrados microscopicos utilizados em
computadores, os tipos de microarranjos de oligonucleo-
tideos com frequéncia sio chamados de chips de DNA
Uso de mic jos para se comparar expressio ganica

sob diferentes condigées A etapa inicial em um espy do

(seta Jha) abaixo dele e a endoderme (seta azul) ainda bastante
ventral. () Um embrido inteiro de Drosophila sondado para um mRNA
produzido durante o desenvolvimento da traqueia. O padrao de re-
petigio dos segmentos corporais é visivel. A regiao anterior (cabega)
estd na porgao superior; a regiao ventral, a esquerda. (Cortesia de L.
Milenkovic e M. P. Scott)

de expressao por microarranjo é o preparo de cDNAs
marcados de forma fluorescente correspondendo aos
mRNAs expressos pelas células estudadas. Quando a
preparagio de cDNAs é aplicada em um microarranjo,
Pontos representando genes expressos hibridizarao sob
condigdes apropriadas a seus cDNAs complementares i
mistura de sondas marcadas e poderio ser detectados em
um microscpio de varredura a laser.

A Figura 5-29 mostra como esse método pode ser
aplicado no exame das alteragoes na expressio génica ob-
servadas depois que fibroblastos humanos privados de "
M_haaﬂw %c»o :.E_&n..ao.m para um meio de crescimento ric

soro. Neste tipo de experimento, as vnn_unz.mn.o@m
Mwwuﬂmwmch.n CDNA de mr_.oc_wWSm crescidos com ?‘_ﬁm
fluores tentes e com soro sao marcadas com corant®
n_crﬁonn% Mwoan e &mn_.nnn.nm. Um arranjo de DNA _”_»
B?:Bnn.ﬁnn_..m@:nm n_n.am_.:_m.m_.om ¢ incubado com ,:._nm
de cDNA sob ¥ M...m.::amaom iguais das duas E.mvm_.unoa
e eliminaczo n_MgU—noam mr hibridizacao. Apés a _m<mmMum
fluorescéncias <nan_MA> ndo hibridizado, a 53:2&&%2\,
é medida utilizargs. <, - I3 em cada ponto de O; .
armazenada em '€ um microscopio de fluorescén®? ¥
cada gene de mno“n_cza de computador sob 0 :o,an._a.
As intensidades nn_wnwoa Sua posicao conhecida na lam!
vermelha em cada £y n_mvm sinais de m_co_.mmnmqn_m <M._.=<o
de expresszo da Joano $30 uma medida do nivel refd
ndo sdo qmnwoaﬂ_un mensm €M resposta ao soro- Genes um_e
produzem sinal det, £553s condigdes de cresciment© g
Mesmo nive s, ectavel. Genes que sio transcritos .
ambas as condicaes hibridizarao 8%
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® ANIMAGAO DA TECNICA: Sintetizando um arranjo de oligonucleotideo
>z=s>n>o DATECNICA: Triagem para padrdes de expressio génica

FIGURA EXPERIMENTAL 5-29  Andlise de microarranjos de
DNA pode revelar diferengas na exp génica de fibrobl;

sob diferentes condigdes experimentais. (a) Neste exemplo,
103 80 parado a partir do mANA isolado de fibroblastos privados
%7“”3 ou apos a adicao de soro é marcado com diferentes coran-
”M fluorescentes. Um microarranjo composto por sequéncias de DNA
au—mmm:.u:no 8.600 genes de mamiferos é m.xm_oms a uma mistura
igual das duas preparagoes de cDNA moc.noza_nomm de hibridizagao. A
relagdo das intensidades de :coammnm:n_m vermelha e verde em cada
ponto, detectada em um microscopio confocal de varredura a laser,
indica a expressao relativade cada gene em resposta ao soro. (b) Uma
micrografia de um pequeno segmento de um microarranjo de DNA
real, Cada ponto neste arranjo de 16 X 16 contém DNA de um gene
diferente hibridizado a amostras de cDNA-controle e experimental
marcadas com corantes fluorescentes vermelho e verde. (Um ponto
amarelo in igual hibridizagao de fluorescéncias verde e vermelha,
indicando auséncia de alteragao na expressao génica.) (Parte (b) Al-
fred Pasleka/Photo Researchers, Inc.)

mente a ambas as preparagoes de cDNA marcadas com
verde e vermelho. A anilise de microarranjos da expressao
génica em fibroblastos mostrou que a transcri¢io de cerca
de 500 dos 8.600 genes examinados mudou substancial-
mente ap0s a adi¢do de soro.

Aanalise conjunta de multiplos experimentos de
expressao identifica genes corregulados

Raramente se obtém conclusdes definitivas a partir de
um tnico experimento de microarranjo sobre genes que
exibem alteragGes de expressdao semelhantes serem corre-
gulados e, portanto, provavelmente relacionados funcio-
nalmente. Por exemplo, muitas das diferengas observa-
das N3 expressao génica recém-descrita em fibroblastos
Poderiam ser consequéncias indiretas de virias altera-
§9¢s na fisiologia celular que ocorrem quando as células
S0 transportadas de um meio para o outro. Em outras
u&»imy genes que parecem corregulados em um tinico
MMWM__".MQG de expressdo por microarranjo podem so-
i vers. 50€s de expressdo por razdes muito diferentes e
wo_cmmwmn_n ter fungges Eo_m.vm_nmm muito n_._mm_.nsam..c_:u
um non.mm_.m @l problema é combinar a informaao de
para n:,n nto de experimentos de expressao em mmnmn_o
<m:2_mmo=:.m_. genes regulados similarmente sob uma
0 e de condicdes ou por um periodo de tempo.
mnwﬂm.“._mmwwzm_&m _._._mo—.a_.»:wn.v de miiltiplos experimentos
Pressao rela e expressao ¢ ilustrado pelo mxm:._.nm da ex-
a6s 4 od; itiva dos 8.600 genes em tempos diferentes
de daog :.”m».c‘% soro, gerando mais de 10 no::::_om
Gonady 3 _M_auu_m Um programa de no:,_ucga.o_., rela-
&a_.n__amn“:m a>=:‘_Nmn_o para determinar a _.n_m.nmo entre
dados o = €quéncias de proteinas, pode organizar €sses
lhange mEE:. genes que apresentam expressao seme-
Soro, xﬂwsm%. de um perfodo de tempo ap6s a adigao de
Bene n&mmo.. inatiamente, essa andlise conjunta 3grupa
essg nm_:_uv_.oan_nnm codificadas participam de um pro-
Uil gy SOMUM, tais como biossintese de colesterol
ufar (Figura 5-30).

(a) Fibroblastos Fibroblastos

sem soro com soro

Transcrever

Corante reversamente para
verde cDNA marcado com

corante fluorescente

Misturar

Hibridizar ao
cDNAs hibridizados aos microarranjo de DNA

DNAs para um tnico gene %

Medir fluorescéncias verde
e vermelha em cada ponto

8.600 uo:mm/

3

& Se um ponto for verde, a expressdo daquele gene
diminui nas células apos a adigao de soro

.Mmciuo:.oqo:mqam_:o.mmxuamwmoampcm_mmm:m
7 aumenta nas células apos a adigao de soro

|%7 No futuro, a anilise de microarranjo serd uma fer-
il ramenta de diagndstico muito eficaz em medicina.
Descobriu-se, por exemplo, que determinados conjuntos
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Cada coluna representa um gene diferente em
intervalos apos a adi¢ao de soro

Tempo

—

A

FIGURA EXPERIMENTAL 5-30 A anilise conjunta de dados
de mltiplos exp de expressio em jos pode
identificar genes corregulados. A expressao de 8.600 genes de ma-
miferos foi detectada por analise de microarranjo em intervalos de
tempo em um perfodo de 24 horas depois que fibroblastos ns?wamm

eacor preta, indica nenhuma m_zqwamo. significativa na mxu-mm.mmo. 0
diagrama em *3rvore” Na porcao superior mostra ,830 padroes nm
expressao para genes dividuais podem ser organizados de maneira
Hierdrquica para agrupar os genes Com maior se melhanga emseus pa-
drdes de expressao ao longo do tempo. Cinco grupos de genes regu-
lados coordenad foram identificados neste experimento. Cada

sem soro foram colocados em meio com soro. O diag
fi -se em um algoritmo de computador que agrupa genes
que apresentam alteracoes de expressao semelhantes quando com-
parados a uma amostra-controle desprovida de soro ao longo dotemr
pa. Cada coluna representa um unico gene, e cada linha representa
um ponto no tempo. A cor Iha indica um a
relativa ao controle; a cor verde indica uma dimin

30 Na expressao,

de mRNAs distinguem tumores com prognostico desfa-
vorivel daqueles com bom prognéstico. Variagoes de
doengas anteriormente imperceptiveis podem agora ser
detectadas. A anilise de bidpsias tumorais dos mRNAs
ajudara médicos a selecionarem o tratamento mais apro-
priado. A medida que mais padrdes de expressdo génica
caracteristicos de vérios tecidos doentes forem reconhe-
cidos, o uso diagndstico de microarranjos de DNA serd
estendido a outras condigoes. B

Sistemas de expressao em E. coli podem produzir
grandes quantidades de proteinas a partir de genes
clonados -

Diversos horménios proteicos e outras proteinas
sinalizadoras ou regylatérias sio normalmente ex-
pressos em comcentragdes muito baixas, impedindo seu
isolamento e4furificagio em grandes quantidades por
técnicas bioquimicas padrao. O uso generalizado dessas
proteinas, bem como a pesquisa bésica de suas estruturas
e funcdes, depende de procedimentos eficientes para sua
producdo em grandes quantidades a um custo razodvel,

Técnicas de DNA cecombinante que transformam célu-
s de E. coli em fabricas para sintese de proteims de
ancia sgo agora utilizadas para produzir co-

ater estimulador de colnias de granulé-
) insulina, horménio de crescimento e ou-
tras proteinas humanas para uso terapéutico.

. —ug
Bﬁ.._.ﬁ._o. [ 0.0mm estimula a producio de granulécitos,
leucécitos fagociticos criticos para a defesa contra infec.

gdes bacterianas. A administragdo de G-CSF para pa-
cientes com cancer ajuda a compensar a reducio na pro-

grupo contém multiplos genes cujas proteinas codificadas atuam em
um determinado processo celular: biossintese de colesterol (A), ciclo
celular (B), respostainicial imediata (C), sinalizagdo e angiogénese 0),
cicatrizaco e remodelamento tecidual (E). (Cortesia de Michael 8. Ei-
sen, Lawrence Berkeley National Laboratory.)

dugdo de granulécitos causada por agentcs
quimioterapicos, protegendo 0s pacientes contra sérias
infecgdes enquanto estdo recebendo quimioterapia. @

A primeira etapa para produgdo de grandes quanti-
dades de uma proteina de baixa abundancia é obter um
clone de cDNA que codifica a proteina inteira por méto-
dos discutidos anteriormente. A segunda etapa ¢ projetar
vetores plasmidiais que expressardo grandes quantidades
da proteina codificada quando inseridos em células de £-
coli. O ponto principal para o planejamento desses Veto-
Tes de expressdo ¢ a inclusio de um promotor, uma ¢
Quéncia de DNA a partir da qual a transcrigio do cDNA
pode iniciat. Considere, por exemplo, o sistema relativad-
__w.n:a SImples para expressio de G-CSF apresentado 1
mﬁwoﬂm_ W.mw:wmw“nmwnmnmmc- 0G-CSF é expresso em nm_z_wm,M_M
AT o s s e
cloaadora nmsmﬂ.»_mngﬁ 20 cDNA, codificando .n ol
Al m_x:m%»o a w_m:: do promotor lac om_o:o i
lactose, como o Wowﬁ_”__ 0a _wnﬁomm. ou um anal ow.n.a.
nada ao meio de nm_ao . aow»_mowom_%o ( IO S de

ura. Quantidades ainda maiores

MM.MxﬂMMM_M Mw_mm_ iy Podem ser produzidas em sistema
S i nor.:._m_m complicados.

tica produzida nEm Purificagio de uma proteina m:n.m_.nm.

Quisadores wﬂ.n_aca sistema de expressao de E. colis wa_e

a proteina 383%__3 modificam o cDNA codifica” de

Proteinas n..%mghm__:a para facilitar sua separasa®

%W%M»Mm&a deum e «dica?
1 -
do cDNA, de Maneira que a proteina €X' £

sa tenha seis res;, )
Proteinas Eﬁ”&ﬂ% de histidina na porgdo n.ﬁ—.n.ﬂ:,w__m
Modificadas ligam-se com alta afinid?

i6-

(a) P
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lacZ B- A
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~IPTG +IPTG
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Transformar
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lac de =
cONA de 7
proteina /

G-CSF Gosr/

- PTG

a uma matriz de afinidade que contém dtomos de niquel
quelados, enquanto a maior parte das proteinas de E. coli
ndo se ligard em tal matriz. As proteinas ligadas podem
ser liberadas dos dtomos de niquel pela redugio do pH do
meio circundante. Na maioria dos casos, esse procedimen-
10 gera uma proteina recombinante pura que é funcional,
1 que a adi¢ao de pequenas sequéncias de aminoacidos a
&tremidade C-terminal ou N-terminal de uma proteina
geralmente nio interfere na sua atividade bioquimica.

<2m._‘mm plasmidiais de expressao podem ser
PrOjetados para uso em células animais

W....”wmoow mmmaamw de expressao bacterianos possam
e.ﬁ::n»% de maneira cmE.m:\nnn_a» para criar grandes
S utiljy Mm de algumas proteinas, vmn.nm:mm ndo podem
Queiny, 20as em todos os casos. Muitos experimentos
Q:_»nmm_w»a a fungio de uma proteina em um contexto
%:RWmEnn_:wn_o requerem a mxvnmmmmo‘mn uma proteina
05 genes siie Bom_m._nmn_m em células animais em cultivo.
Sticos eg 530 clonados em vetores de expressdo eucari-
2_n<m&mnn_m__$mom e introduzidos em células animais
MEtodos %o_. um processo chamado de :‘uam?n.nmo.. Dois
Quaneg 3 ; MUnS para transfectar células animais diferem
Nante Uﬂmmsﬂmw ou nao do vetor de DNA recombi-

Em amb, 8enomico da célula romu.mmn_wu. )

deven, g s O métodos, células animais em cultivo
Yetor bl n.m_ﬂ.ﬁ_mm para facilitar sua captagao inicial do
Xposicy Midial recombinante. Isso pode ser feito pela

un:aa.m:n” das célylas o uma preparagao de lipideos que
vnﬁnmrm:“m membrana plasmatica, aumentando sua

ade 20 DNA, Alternativamente, submeter as
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-31 Algumas proteinas eucariéti-
cas podem ser produzidas em células de E. coli a partir de veto-
res plasmidiais contendo o promotor /ac. (a) O vetor de expressao
plasmidial contém um fragmento do cromossomo de E. coli conten-
do o promotor lac e o gene vizinho lacZ. Na presenga do andlogo de
lactose IPTG, a RNA-polimerase normalmente transcreve o gene lacZ,
produzindo mRNA de lacZ que é traduzido na proteina codificada,
B-galactosidase. (b) O gene lacZ pode ser removido do vetor de ex-
pressao por enzimas de restricao e substituido por um cDNA clona-
do, neste caso o DNA que codifica o fator estimulador de coldnia de

granuldcito (G-CSF). Quando o plasmideo resultante é transformado

em células de E. coli, a adigao de IPTG e a subsequente transcrigao a

partir do promotor lac produzem mRNA de G-CSF, o qual é transcrito

na proteina G-CSF.

células a um breve choque elétrico de varios milhares de
volts, técnica conhecida como eletroporagdo, torna-as
transientemente permeaveis a0 DNA. Em geral, 0 DNA
plasmidial é adicionado em concentragio suficiente para
assegurar que uma grande proporgdo das células cul-
tivadas recebam pelo menos uma c6pia do plasmideo.
Pesquisadores também aproveitaram os virus para uso
em laboratério; os virus podem ser modificados para
que contenham DNA de interesse, o qual é introduzido
em células hospedeiras por meio de sua simples infecgao
com o virus recombinante.

Transfecgdo transiente O mais simples dos dois métodos
de expressdo, chamado de transfec¢do transiente, empre-
ga um vetor semelhante aos vetores de transporte de le-
vedura descritos. Para uso em células de mamiferos, os
vetores plasmidiais sdo projetados para que contenham
também uma origem de replicagdo derivada de um virus
que infecta células de mamifero, um promotor forte re-
conhecido pela RNA-polimerase de mamifero,e o cDNA
clonado codificando a proteina a ser expressa adjacente
ao promotor (Figura 5-32a). Quando tal vetor plasmi-
dial entra em umacélula de mamifero, a origem de repli-
cagdo viral permite sua replicagdo de maneira eficiente,
gerando numerosos plasmideos a partir dos quais a pro-
teina € expressa. Entretanto, durante a divisao celular os
plasmideos ndo sdo fielmente segregados para ambas as
células-filhas, e com o tempo uma fragdo substancial das
células em cultivo ndo conterd um plasmideo, por isso o
nome transfec¢ao transiente.

Transfeccao estavel (Transformagao) Se um vetor intro-
duzido se integra ao genoma da célula hospedeira, o ge-
noma ¢ alterado de forma permanente, e a célula, trans-
formada. E maisprovavel que a integragdo seja realizada
por enzimas de mamiferos que normalmente atuam no
reparo e na recombinagao do DNA. Um marcador de se-
legio bastante usado € o gene da neomicina-fosfotransfe-
rase (designado como 7eo”), que confere resisténcia a um
composto toxico quimicamente relacionado a neomicina
conhecido como G-418. O procedimento basico para se
expressar um cDNA clonado pela transfeccdo estdvel
esta delineado na Figura 5-32b. Apenas aquelas células
que integraram o vetor de expressio no cromossomo
hospedeiro irdo sobreviver e originar um clone na pre-
senga de alta concentragio de G-418. Como a integragio
ocorre em sitios aleatorios do genoma, clones transfor-
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3 Origem de
Y replicagdo viral

Transfectar células
cultivadas por tratamento
lipidico ou eletroporagao

&0 |67

Proteina expressa a partir do cDNA no plasmideo

LT a

Transfectar células
cultivadas por tratamento
lipidico ou eletroporagao

resisténcia a G-418

h Selecionar para
Clones resistentes

Proteina expressa a partir do cDNA integrado
no cromossomo hospedeiro

mados individuais resistentes a G-418 irdo diferir em
suas taxas de transcrigdo do cDNA inserido. Portanto,
0s transfectantes estaveis geralmente sao triados para
identificar aqueles que produzem a proteina de interesse
em maiores quantidades.

Sis de expressa iral Pesquisadores explora-
ram o mecanismo bsico utilizado por virus para intro-
dugio @o material genético em células animais e subse-
quente inser¢ao no DNA cromossdmico para aumentar
a eficiéncia com a qual um gene modificado pode ser ex-
presso de maneira estével em células animais, Um exem-
plo n_am%. tipo de expressdo viral deriva de uma classe de
retrovirus conhecidos como lentivirus. Conforme mos-
n_.nﬂnoan Figura mumw%mm plasmideos diferentes, introdu-
0s em x,n.m:&nonmo transiente, sio usados
ficulas lentivirais recombinantes ade-

roducio nmn.mm.—nann um gene clonado em
. O primeiro plasmideo, conhecido

MENTAL 5-32 Transfecgdes transiente q o5.

m_m_m_gamﬂw”u_m plasmidiais especialmente projetados per;,
tavel co

&o%mnsaﬁ_o__nuou em células animais em cultivg,
tem aexpres: empregam vetores plasmidiais que contém os gle.
Ambos 05 s.m.o%m‘ OR, marcador de seleco (p. ex. amp)) e sitio de
=_m=~.om :m.c_.a_w.w ek mm_.azma apropagacao em E. colie a insercio
ligagdo acs_uaw u% com um promotor animal adjacente. Para sim.
de um CONA _mﬂ:m:é ndo sao mostrados. (a) Na transfec¢ao tran-

3 =2 m&mmqm lasmidial contém uma orl em de replicacao para um
siente, 0 veto! mu licarem células animais cultivadas. Uma vez que o
virus que mo.nw_nemaWoano a0 genoma das células cultivadas, a prody-
<m.oh_ MWo_.omﬁ__.B codificada pelo cDNA ocorre apenas por um tempo
amo.a% (b) Na transfec@o estavel, o vetor carrega um marcador de
U que confere resisténcia a G-418. As ﬂm_ﬂ,zmamam
poucascélulasani is transfectadas que integram 0 DNA ex6geno em
seugenoma sao selecionadas em meio contendo G-418. Como o vetor
& integrado no genoma, estas .nm_c_mm tran mm.mnaamw de maneira esta-
vel, ou transformadas, irdo continuar nincm_:ao aproteina noa;_nm,am
pelo cDNAenquanto aculturafor mantida. Ver o texto para discussao.

selecio como neo,

como plasmideo vetor, contém um gene de interesse n_nw
nado préximo a um marcador de mm_mnm,c“. tal como #neo’,
flanqueado por sequéncias LTR do lentivirus. Conforme
descrito no Capitulo 6, sequéncias LTR virais nozz.o_u.::
a sintese de uma molécula de RNA viral que, ao ser in-
troduzida em uma célula-alvo infectada por virus, pode
ser transformada em DNA por transcri¢do reversa e in-
tegrada a0 DNA cromossdmico. Um segundo plasmideo,
conhecido como empacotador, carrega todos 0s genes Vi-
rais, exceto a principal proteina do envelope viral, neces-
saria ao empacotamento de RNA viral contendo LTRs
em particulas lentivirais funcionais. O plasmideo final
permite a expressao de uma proteina de envelope viral
que quando incorporada em um lentivirus recombinan-
S%m:amnm que as particulas virais hibridas resultantes
infectem um tipo de célula-alvo desejado. Uma proteind
deenvelope muito usada neste contexto é a glicoproteia
do virus da estomatite vesicular (proteina VSV-G), que
pode substituir de imediato a proteina do envelope lenti-
viral normal na superficie de particulas virais completas
€ Permitir as particulas virais resultantes que infectem
uma m.Ssa‘a variedade de tipos de células de mamiferos:
inclusive células-tronco hematopoiéticas, neurdnios € ¢¢-
L e
versamente E:unnm_ﬂnm RECrsnencias LIR <:,M_w ara
T RS fito em DNA, que é transportado P! S
A integrado no genoma _..om.voam_mo._ m
> €0mO no caso da transfecgio estavel, c€1u'd

com um gene clonado ;e dos de
. ; € um marcador neo” integrad®
maneira estive| 2 .

avel podem ser selecionadas por resisténci2 *
sy L g ds nclos
pulagio Esm—.%”_?om Secd0 5.5) necessitam q pous? ma
modificada de f fakgliias em cultivo seja genetica™ on_om
o OFma m::.:_ﬂ.m:mm. Lentivirus modifica o
infectam cgl. _Sn_.:m uteis em tajs experimentos vc—.n%

: C1°as com alta eficizncia de maneira que 25
4640 receba pelo menos uma copi?
dor do lentivirus.

b e g
m |

ea _Onm_..““_ Cer UMa maneira de se estudar a expres

§40 intracelular de proteinas eucarioticas

30
Proteinas Vetores de nx_unnmmwo

0

recombinante

Particula lentiviral _E

RNA retroviral

método geralmente depende do uso de uma proteina-
-repdrter, como a proteina fluorescente verde (green fluo-
rescent protein, GFP), que pode ser detectada de maneira
conveniente nas células. Serdo descritos duas maneiras de
se criar um gene hibrido que conecta a expressdo da pro-
eina-reporter com a proteina de interesse. Quando o gene
hibrido é reintroduzido nas células, ou por transfecgio
com um vetor plasmidial de expressdo contendo o gene
modificado ou pela criagdo de um animal transgénico
como descrito na Segdo 5.5, a expressdo da proteina-re-

(a} Promotor de fusao; promotor de ODR10 fusionado & GFP

{b) Proteina de fusso; proteina de fusio ODR10-GFP

10 pm
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-33 Vetores retrovirais podem ser
utilizados para a integragao efici de genes clonados ao geno-
ma mamiferos. Ver texto para discussao.

Gene para
proteina do
envelope viral
e Promotor .~

& Plasmideo i

4 3 Origem de
P\ Plasmideo com _.muwamomo
B empacotador, envelope § g

viral

porter pode ser usada para determinar onde e quando um
gene é expresso. Este método fornece dados semelhantes
aqueles de experimentos de hibridizagao in situ descritos,
mas geralmente com maior resolugdo e sensibilidade.

A Figura 5-34 ilustra o uso de dois tipos diferentes
de experimentos com marcagdo por GFP para estudo
da expressio de uma proteina receptora de odor em C.
elegans. Quando o promotor para o receptor de odor é
ligado diretamente a sequéncia codificadora da GFP em
uma configuragdo normalmente conhecida como fusdo
de promotor, a GFP é expressa em neurdnios especificos,
preenchendo o citoplasma desses neurdnios. Em contra-
partida, quando o gene hibrido € construido pela ligagao
da GFP a sequéncia codificadora do receptor, a proteina
de fusao resultante pode ser localizada pela fluorescéncia
da GFP nos cilios distais de neurdnios sensoriais, sitio no
qual a proteina receptora estd normalmente localizada.

FIGURA EXPERIMENTAL 5-34 A marcagao de genes e pro-
teinas facilita alocalizagao celular de pi inas expressas a partir
de genes clonados. Neste experimento, 0 gene codificando um re-
ceptor de odor quimico, Odr10, de C. elegans foi fusionado a sequén-
cia génica para a proteina fluorescente verde (GFP). (a) Um promotor
de fusdo foi gerado pela ligagao da GFP ao promotor e os. quatro pri-
meiros cédons de aminodcidos do Odr10. Esta proteina é expressa no
citoplasma de neurdnios sensoriais especificos na cabega de C. ele-
gans. O corpo celular (seta pontilhada) e os dendritos sensoriais (seta
sélida) estao fluorescentemente marcados. (b) Uma proteina de fusio
foi construida pela ligacdo da GFP a extremidade da sequéncia codi-
ficadora inteira de Odr10. Neste caso, a proteina de fusio Odr10-GFP
é direcionada a membrana da ponta dos neurénios sensoriais e fica
aparente apenas na extremidade distal dos cilios sensoriais. A distri-
buigao observada pode ser inferida como reflexo da localizagéo nor-
mal da protefna Odr10 em neurdnios especificos. Como o promotor

de fusdo mostrado em (a) é desprovido das sequéncias de localizagao

da Odr10, a GFP expressa preenche o citoplasma todo, em vez de ser

localizada apenas na ponta distal dos cilios sensoriais. (P. Sengupta et

al,, 1996, Cell 84:899 (derivado das Figuras 4 e 5).)
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" Uma alternativa a marcagéo com GFP nnﬁ%_m%.nh
a localizagao intracelular de uma proteina € m! i
gene de interesse fusionando-0 a uma vnn._“_ﬂa”w: Hﬁn&ﬁ

reconhecida por um anticorpo B.w:oa_o:u_ 8:70%“”
Esse peptideo curto que pode ser __mmm.o por um uﬂonac

po é chamado de epitopo; assim, 0 método € con 2
como marcagdo de epitopo. Apés a transfeccao Q..:M u

plasmideo de expressao contendo o gene Bon__mnmn_nw. a
proteina marcada com epitopo expressa vo.‘_n ser detec-
tada por marcagio imunofluorescente das .nn_c_a com 0
anticorpo monoclonal especifico para o €pitopo. A esco-

Iha entre o uso de um epitopo ou a GFP para se marcar

uma determinada proteina geralmente depende dos tipos

de modificagio que um gene clonado pode tolerar e ain-
da permanecer funcional.

eira.
regulad

uem fi

identificags

Embora um gene de “doenca” possa resy|.

nova mutagao surgida na geragio anterior,
ﬂ_..n.n.c_Mu casos de doencas hereditdrias € causada por
Bm__o_._w_a M_:nm preexistentes passados de uma geracio
M_MM M outra por virias geragGes. W

Geralmente @ primeira etapa para _.%::.:Q_‘. a cau-

biacente em qualquer doenga T:Bm:u __9‘3,:»:”_ &
ﬂ m_“_mm_m.u_. o gene afetado e a proteina que ele codifica, A
_Sn-%sanmo de sequéncias de um gene de doenga e seu
produto com aquelas n_n. genes € proteinas cujas sequén.
cia e funcdo sdo conhecidas pode fornecer pistas para as
causas moleculares e 8_=_mmn.m da doenga. _-__mG:mmBm:.
te, os pesquisadores t#m utilizado quaisquer indicagoes
fenotipicas que possam set relevantes para ?NQ.. supo-
sigoes sobre a base molecular .n_m doengas rm_‘wa:u:ﬁ.
Um exemplo inicial de suposicao _unayz:ann_.an foi a
hipétese de que a anemia falciforme, Rnc_d‘ron_n_man_:n
uma doenca de células sanguineas, vomn_._.u ser causa-
da por uma hemoglobina defeituosa. Essa ideia levou a
identificagio de uma alteragdo de aminodcido especifica
na hemoglobina que causa polimerizagéo das moléculas
de hemoglobina defeituosas, causando a deformagao em
forma de foice das hemicias nos individuos que herda-
ram duas cépias do alelo Hb® da hemoglobina falcémica.

O mais comum, 1o entanto, é que Os genes respons-
veis por doengas hereditdrias precisem ser identificados
sem nenhum conhecimento prévio ou hipotese razoavel
sobre a natureza do gene afetado ou seu produto. Nesta
se¢do, serd visto como geneticistas podem identificar o
gene responsavel por uma doenga hereditdria seguindo
a segregacdo da doenca nas familias. A segregacdo da
doenga pode ser correlacionada com a segregagao de Vi-
rios outros marcadores genéticos, eventualmente levan-
doa identificaco da posicio cromossdmica do gene afe-
tado. Esta informagao, juntamente com o con hecimento
da sequéncia do genoma humano, pode enfim permitit
que 0 gene afetado e a mutagio causadora da doengd
sejam identificados.

mais comum-

Doencas monogénicas apresentam um dos tes
padrdes de heranca

Doencas genéricas humanas que resultam de mutagao €%
n“._mam_o especifico séo chamadas de monogénicas € €X
e &nﬂ:ﬁ padrdes de heranga, dependendo da nat"
.nm@w_omm__uu.nmo cromossdmica dos alelos envolvid®®
padri Caracteristico exibido por um alelo dominan*®
S0mo (i.¢., um dos 22 cromossomos human®®
Cromossomo sexual). Como um alelo #410
€ expresso no heterozigoto, ma_.m_aﬂ_o
dos genitores de um individuo afet2
Muitas vezes as doengas causad®®
se manifestam tardiamente, 2P%° 9
ndo fosse assim, a selegao =“=u“_
urante a evolugio human: rome

Ak 0 qué
eurolégico degenerat!V!
g 3 irores for

_2 Doengas hereditarias humanas comuns
«bw.m—.> 5-2
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Incidéncia

>=8$9=.Sm recessivas

Anemia falciforme

Hemoglobinaanormal causa deformagao
das hemacias, que podem ficarpresasnos

1/625 de origem subsaariana

capilares; também confere resisténcia a

maldria

Fibrose Cistica <
células epi
pulmades

Fenilcetonuria (PKU)
fen

Canal de cloro defeituoso (CFTR) em
ais leva a muco excessivo nos

Enzima defeituosa do metab

1/2.500 de origem europeia

ismode 1/10.000 de origem europeia

lanina (tirosina hidroxilase) resulta em

excesso de fenilalanina, causando retardo
mental, a menos que restrita pela dieta

Doenga de Tay-Sachs
acimulo de esfing

Enzima hexoaminidase defeituosa leva ao
ideos em excesso nos

1/1.000 judeus do leste europeu

lisossomos dos neuronios, prejudicando o
desenvolvimento neural

Autossdmicas recessivas

Sindrome de Huntington

Proteina neural defeituosa (huntinina) pode  1/10.000 de origem europeia

formar agregados, danificando o tecido

neural

Hipercolesterolemia

Receptor de LDL defeituoso leva ao excesso  1/122 francocanadenses

de colesterol no sangue e ataques cardiacos

precoces

Recessivas ligadas ao X

Distrofia muscular de Duchenne

Proteina citoesquelética distrofina

1/3.500 homens

defeituosa leva a fungdo muscular

prejudicada
Hemofilia A

Elemento de coagulagao sanguinea 1-2/10.000 homens

fator Vil defeituoso leva ahemorragias

descontroladas

(inde;

4 pendentemente de género) terd uma chance de 50%

eherdar 0 alelo mutante e ser afetado (Figura 5-35a).

4 Um alelo recessivo em um autossomo exibe um pa-
=HMMM segregacio bastante diferente. No caso de alelo
het 'MICO recessivo, ambos os genitores n_a<n:.~ ser
.m:n“onn__mwﬂom portadores do alelo para que seus filhos
um ms__.”._mno de ser afetados pela doenga. Cada m_:.“o de
teceber or heterozigoto possui uma nru.nno de 25% de
uma nrw_z—uom os alelos recessivos e assim ser afetado,
alely _.E_M_nm e 50% de receber um alelo normal e :Ms
25% de Smm:ﬂma assim ser um portador, e uma chance mo
doencg u.:m T dois alelos normais. Um exemplo claro de
stlta de :..:ommo_.:_om recessiva ¢ a fibrose cistica, que re-
CFTR (F; gene para canal de cloro defeituoso chamado
(p.ex,, E,mw_:.m 5-35 E. Individuos com grau de parentesco
Eocm_u.__&_“w n_._s primeiro ou segundo grau) »EQQ:MB
”_25 : relativamente alta de serem portadores dos
0s

Q 1 . .

,..w,”_rn_om recessivos. Assim, filhos de pais relaciona-
_E.o__&ow_,nn muito maior do que aqueles de pais nao

O858micy de serem homozigotos para uma doenga au-
' Q gorrESSiva e, portanto, afetados por €la.

um 4|

n...mn.mw_

erce; . ) ~
o_.mn:.o Padrdo comum de heranga é aquele de
550 €cessivo ligado ao X. Um alelo recessivo no

MO X serd com mais frequéncia expresso em

homens, que recebem apenas um cromossomo X de suas
mdes, mas ndo em mulheres, que recebem um cromos-
somo X de sua miae e outro de seu pai. Isso leva a um
padrdo de segregacdo distinto ligado ao sexo no qual
a doenga é exibida com frequéncia muito maior em
homens do que em mulheres. Por exemplo, a distrofia
muscular de Duchenne (DMD), uma doenga muscular
degenerativa que afera especificamente homens, é cau-
sada por um alelo recessivo no cromossomo X. A DMD
apresenta o tipico padrao de segregacio ligado ao sexo
no qual mies 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 s@o utilizados como
marcadores para o mapeamento de ligagdo de
mutagdes humanas

Uma vez determinado o modo de heranga, a préxi-
ma etapa para se determinar a posi¢io de um alelo de
doenga é mapear geneticamente sua posigao em relagio a
marcadores genéticos conhecidos usando o principio bd-
sico da ligagao genética descrito na Segdo 5.1. A presenca

use
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FIGURA 5-35 Trés padroes de heranga comuns para doencas
éticas h (A)ec sexuais (X eY)
selvagens sdo indicados por sinais de soma sobrescritos. (a) Em um dis-
turbio autossomico dominante como a doenga de Huntington, apenas
um alelo mutante é necessério para produzir a doenga. 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 doenga. (b)
Em um disturbi dmico recessivo como afib istica, doisalek
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. () Uma
doenca recessiva ligada ao X como a distrofia muscular de Duchenne é
causada por uma mutagao recessiva no cromossomo X e exibe o tipico
padrao de segregagaoligado ao sexo. P
2igotas para um alelo DMD mutante possuem 50% de chance de herdar
um alelo mutante e ser afetado. Mulheres nascidas de maes heterozigo-
tas possuem 50% de chance de serem portadoras.

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

Nos cnmmamnmo“ experimentais comumente utilizados
em estudos genéticos, numerosos marcadores com feng-
tipos facilmente identificaveis estio disponiveis para o
mapeamento genético de mutagdes. Isso ndo acontece no
mapeamento de genes cujos alelos mutantes estio assocja-

ereditarias em Seres humanos. Contudo,
DNA recombinante a_.w_uﬁ.us_v__ﬁo: uma
variedade de marcadores moleculares uteis baseados em
i rte do genoma humano nio codj.
UZ>.9=5N=.§_O—.E dade d Sy
fnas, existe uma grande quantidade de variagio
fica ?oﬂmw_n_.m entre os individuos. De fato, estima-se que
%MMM% nucleotidicas entre individuos “ao E_pn,wc:m.
dos sejam detectadas em Bna_u a cada 10” nucleotidegs,
Se essas variagdes na sequéncia de DNA, chamadas de po-
liorfisnios de DNA, puderem ser acompanhadas de uma
geragio para a OUtra, poderdo servir Mo_:o _.:m_.nuﬁ_o._‘mm
genéricos para nmw:mom de __mmnuo. ?:S mente, um B_zn_
com cerca de 10" polimorfismos diferentes conhecidos,
cuja localizagao foi mapeada no genoma humano, é utili-
zado para estudos de ligago genética em seres _:_ancm
Polimorfismos de ::lmo:mw.e 1inico Q:ﬁ\m :.:lae:,
de polymorphisms, SNPs) constituem 0 tipo malis abun-
dante e, assim, Gtil para construir mapas geneticos %
resolugio maxima (Figura 5-36). Outro n:u,o :.:_ de _uc_»_.
morfismos de DNA consiste em uma sequéncia com nu-
mero varidvel de repeticoes de uma, duas ou trés bases.
Esses polimorfismos, conhecidos como repetigdes de se-
quéncia simples (SSRs) ou microssatélites, sio formados
presumivelmente por recombinagdo ou por um mecanis-
mo de deslizamento ou do molde ou das fitas recém-sin-
tetizadas durante a replicagdo do DNA. Uma caracteris-
tica til das SSRs € que individuos diferentes geralmente
terao diferentes nimeros de repetigdes. A existéncia de
miultiplas versdes de uma SSR torna mais provavel a pro-
dugdo de um padréo de segregagdo informativo em um
dado heredograma e, portanto, tém uso mais geral no
mapeamento das posigdes de genes de doengas. Os poli-
morfismos podem ser detectados por meio de amplifica-
a0 por PCR e sequenciamento de DNA.

dos a doengas b
a tecnologia de

Estudos de ligagdo podem mapeargenes
relacionados a doengas com resolucdo de
aproximadamente 1 centimorgan

Sem considerar todos os detalhes técnicos, serd Visto
como um alelo que confere determinada caracteristica
dominante (p. ex., hipercolesterolemia familiar) pode ser

FIGURA EXp|

ERIMEN

e inio (SNPS) podep ver .
Heredograma hi

de uma regiao de um Qoﬂwww

-36 polimorfismos de nucleot”
companhados como marcadores 9%
icobaseado na anlise de SNPsd0 UM”
ATouC.C S0mo. Nesta familia, o SNP existe ¢!

os ngss&huan?n_“..s Possui dois alelos: alguns tém A em choM
indicammulheres; Enam 540 heterozigotos neste sitio. O nmqn:_eu
N0 afetados; _ma.sﬁ..m i h&o.n indicam homens, Azul indica ind za._ﬂ
revela quea Sanm._ ndica individuos com a caracterlstica. A 2n8®

Stica segrega com um ¢ no SNP.

do.A primeira etapa é obter amostras de DNA de
E%&% membros de uma familia contendo individuos
rodos resentam a doenca. O DNA de cada individuo afe-
queap nio afetado € analisado para se identificar um
3%% nimero de polimorfismos de DNA conhecidos
mm_n—.ﬂmaonaw tipo SSR ou SNP podem ser usados). O pa-
M—“_Mo de segregacao de cada wo:Bo_.mm_,:m de DNA em
uma familia é comparado com a segregacdo %_ doengas
equdadas para se encontrar aqueles polimorfismos que
endem a segregar juntamente com a doenga. Por fim, a
andlise computacional dos a.m.aom de mmm.qmmm.nmo € utiliza-
da para o cilculo da probabilidade de ligagdo entre cada
polimorfismo de DNA e o alelo causador da doenga.

Na pritica, os dados de segregagio sdo coletados de
diferentes familias que exibem a mesma doenga e agru-
pados. Quanto mais familias que exibem determinada
doenga puderem ser examinadas, maior serd a signifi-
dincia estatistica de evidéncia de ligagdo a ser obtida e
maior a precisio com a qual a distdncia serd medida en-
treum polimorfismo de IDNA e um alelo de doenga liga-
dos. A maioria dos estudos familiares possui um maximo
de 100 individuos nos quais a ligagdo entre um gene de
doenga e um painel de polimorfismos de DNA pode ser
estada. Esse nimero de individuos define o limite su-
perior pratico da resolugdo do estudo de mapeamento
em cerca de 1 centimorgan, ou uma distdncia fisica de
aproximadamente 7,5 x 10° pares de bases.

Um fenémeno chamado de desequilibrio de ligagao
¢ a base para uma estratégia alternativa, que geralmente
pemite um grau de resolugio maior em estudos de ma-
peamento. A abordagem depende de circunstincias par-
ticulares nas quais uma doenga genética comumente en-
contrada em determinada populagio resulte de uma tinica
MUtagio ocorrida hd muitas geragdes. Os polimorfismos
de DNA carregados pelo cromossomo ancestral sdo cole-
tWamente conhecidos como hapldtipo daquele cromosso-
mo. A medida que a doenga é transmitida de uma geragao
Para a oura, apenas os polimorfismos mais préximos ao

3 - E )

MWMNMN .aognm ndo serao separados dele por recombina-
. Apés muyi = s <

dady POs muitas geragoes, a regido que contém o gene

nosonhwm ficars evidente porque serd a tinica regiao do
Cestra BHMM que portard o haplétipo do cromossomo an-
Roﬁm;&mm«wa.o por muitas geragdes (Figura 5-37). Ao
9 indivicy Tbuicao de marcadores mmva.n_:nOm em ﬁma.om
13 poden, m_m »m.nﬂ.maom em uma populagio, os geneticis-
doenc, _on_»_.nzzm_nu_. marcadores de DNA associados &
Uma regiz _.n__NE.ao 0 gene associado com m.a.og.nm em
Studog e n_nmm:fﬁ:n_.:n pequena. Em condigdes ideais,
5% pary g equilibrio an.__mmnwc melhoram a resolu-
530 do Bma_wom de 0.1 centimorgan. O poder de resolu-
S up 51000 Provém da habilidade de se determinar
Ve uem_.&oo;_m:)_o e o alelo da doenga foram alguma
o f»E:n..m Por um evento de recombinagao meiodtica
m_ca__nm no ¢, Momento desde o surgimento do alelo da
el 5 bus fOmossomo ancestral — em alguns casos, isso
”ﬂ_n& moMM de marcadores que estdo tdo préximos a0
fca tenhy, $4; que, mesmo apés centenas de meioses,

M sido separados por recombinagao-
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FIGURA 5-37 Estudos de desequilibrio de ligagao de popula-
¢0es humanas podem ser usados para mapear genes em alta reso-
lugdo. Uma nova mutagao de doenga ird surgir no contexto de um cro-
mossomo ancestral dentre um conjunto de polimorfismos conhecido
como haplétipo (indicado em vermelho). Apds varias geragdes, 0s Cro-
mossomos portadores da mutagao da doenca também serao portado-
res de segmentos do hapldtipo ancestral que nao foram separados da
mutagao da doenga por recombinagao. Os segmentos em azul destes
crc representam haplotipos gerais derivados da populagao
em geral, e nao do hapldtipo ancestral no qual a mutagao originalmen-
te surgiu. Este fendmeno é conhecido como desequilibrio de ligagao.
A posigao da mutagao da doenga pode ser localizada pela triagem de
cromossomos contendo a mutagao da doenga para polimorfismos bem
conservados correspondendo ao haplétipo ancestral.

Andlises adicionais sao necessdrias para se localizar
um gene de doenga em um DNA clonado

Embora o mapeamento de ligagdo geralmente localize
um gene de doenga humano em uma regido 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 é localizar o gene
dentro de um segmento clonado de DNA e, entio, de-
terminar a sequéncia nucleotidica deste segmento. As es-
calas relativas de um mapa genético cromossomal e de
mapas fisicos que correspondem a conjuntos ordenados
de clones de plasmideos e a sequéncia nucleotidica sio
apresentados na Figura 5-38.

Uma estratégia para localizagdo adicional de um
gene de doenga em um genoma é identificar o mRNA
codificado pelo DNA na regido do gene em estudo. A
comparagio da expressio génica em tecidos de indivi-
duos normais e afetados pode sugerir tecidos nos quais
um determinado gene de doenga é normalmente expres-
so. Por exemplo, uma mutagdo que afeta fenotipicamente
o misculo, mas nenhum outro tecido, pode estar em um
gene €Xpresso apenas no tecido muscular. A expressio
de mRNA em ambos os individuos normal e afetado é
geralmente determinada por Northern blotting ou hibri-
dizagdo in situ de DNA ou RNA marcado em segées do
tecido. Experimentos de Northern blots, hibridizagio in
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FIGURA 5-38 A relagao entre os mapas genético e fisico de
hi Od umc

caracteristicas podem ser mapeadas em relagao a marcadores de

um

analisado em diferentes niveis de resolugao. O cromossomo como
um todo pode ser visto sob a luz do microscépio quando se encon-
tra em estado condensado que ocorre na metéfase, e a localizagio
aproximada de sequéncias especificas pode ser determinada por hi-
bridizagao fluorescente in situ (FISH). No préximo nivel de resolugao,

situ 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-
a0 in situ seja mais baixa do que aquela das anlises de
Northern blot, ela pode ser muito util na identificagio
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 oy
ausente em varios individuos afetados por uma doenca,
quando comparado com individuos com o fenétipo sel-
vagem, seria um excelente candidato & codificagio da
proteina cuja fungdo defeituosa causa a doenga.

Em muitos casos, mutagGes de ponto que originam
alelos causadores de doengas podem resultar em altera-
cao indetectavel no nivel de expressio ou na mobilidade
eletroforética dos mRNAs. Assim, se a comparagao dos
mRNAs expressos em individuos normais ou afetados
ndo revelar diferencas detectaveis nos mRNAs candida-

DNA'S locais do ¢ Podem ser analisados no 1
vel de sequéncias de DNA identificadas por hibridizago de Southern
ou PCR. Finalmente, importantes diferengas genéticas podem ser e
finidas de forma mais precisa por diferencas na sequéncia de nucleo:
tideos do DNA cromossomico. (Adaptada de L. Hartwell et al., 2003
Genetics: From Genes to Genomes, 2. ed., McGraw-

105, uma busca por mutagGes de ponto nas regioes do
O~\4> que codificam mRNAs é realizada. Agora qU¢
_métodos alramente eficientes para o sequenciamento 4¢
DNA €stao disponiveis, os pesquisadores com frequ ancia
.%85_5,,_5 a sequéncia de regides candidatas do DNA
isolado de individuos afetados para identificar mutagoes
de ponto. A estratégia global ¢ buscar por sequéncias
a.va_mnm%sm que mostram de forma consistente alter”
Mmmnwnﬁomw_ﬁ_uﬂn:a n_n_oawmmm no DNA de individuo$ n”M
a regido _.oxm_ﬂu. Uma limitagio da abordagem € nc.
:Bo_.mm:_wom n_sm 40 gene afetado pode apresentar p! %
gene de inter € ocorréncia natural nio relacionados 2 -
?:nmo_._u_sn”“n.. mhﬁm polimorfismos, nio qm_unmw_._mn_..n_uo
erronea do m.umhgw“ﬁnn. podem levar a ident! :Mﬂn._,z.
teresse. Por tal razgo fihA portador do gene A
> quanto mais alelos mutantes

Poniveis para ansl; R
nilise, major & : fical
entl
Coreamente um gepe, € a chance de se id

Muitasdoensas hereditarias sao o resultado de

a_w_zv_om defeitos nmzm.:no.m B
A maioria das doengas rmnma:m.:um humanas hoje com-
didas em nivel molecular sio doengas monogénicas;
.m,.an_u m distirbio claramente discernivel é produzido
1300 :%.“38 em um tinico gene. Doengas monogénicas
%..MM.G por mutagdo em um gene especifico exibem um
MM”mvma&mm de heranga caracteristicos _E.um:mn_om na Fi-
qura 5-35. Os genes mmmoﬁm\n__um com a maioria das doen-
cas monogénicas comuns Ja foram mapeados F_Mu__mo.mm
marcadores baseados em DNA, conforme descrito.
Virias outras doengas, porém, apresentam padroes
de heranga mais complicados, tornando a identificagao
da causa genética subjacente muito mais dificil. Um tipo
%noav_mxaun_m adicional com frequéncia encontrada
&2 beterogeneidade gendtica. Nesses casos, mutagoes
em qualquer um entre multiplos genes diferentes podem
causar a mesma doenga. Por exemplo, a retinite pigmen-
tosa, caracterizada pela degencragao da retina geralmen-
& levando a cegueira, pode ser causada por mutagoes em
qualquer um de mais de 60 genes diferentes. Em estudos
de ligagdo com seres humanos, dados de varias familias
precisam ser combinados para determinar se uma liga-
¢do estatisticamente significativa existe cntre um gene
de doenga e marcadores moleculares conhecidos. A he-
terogeneidade genética tal como aquela apresentada pela
retinite pigmentosa pode confundir a abordagem, pois
qualquer tendéncia estatistica nos dados de mapeamento
& uma familia tende a ser anulada por dados obtidos de
outra familia com um gene causador nio relacionado.
Os pesquisadores em genética humana usam duas
“.._uoammmsm diferentes para identificar virios genes asso-
ciados com a retinite pigmentosa. A primeira abordagem
%H:&u de estudos de mapeamento em familias tinicas
&cepcionalmente grandes que continham um nimero su-
_q.an__wm de individuos afetados para fornecer evidéncia de
hw._nu“%%ﬂwzmmn.man_:n mmm_.:mnmaﬁ_ entre polimorfismos
.- UNA conhecidos e um tnico gene causador. Os genes
identificados por estes estud m que vérias das
Mutagdes cug estudos mostraram que =32
n___nco&mm_s causam retinite pigmentosa estdo em g :
5 pisea m proteinas abundantes na retina. mnm.E: o
Queles %L%m Beneticistas concentraram sua atengao :%.
Uiavam, ocqn_:.n mm.o.m:m:._msﬁ expressos na retina n:uﬂ o
amﬁa :B:%m _=M__<.a:o.m com A,,n.:::.m pigmentosa. Aa mo_..
s de Eumnh informagdes adicionais para mcmuq os _2 or-
2 idencific., mOmMJ um conjunto de genes candidaros levou
Vriog mnsnwa: e mutagoes causais raras ua_n_o:m_.m em
csmno_.: m_.mnmmm que .nom_mnu_.:. proteinas da ‘R::M.
doencg e Plicacao adicional na dissecagio genética das
diacy, cvnm.”_s:mm € representada por diabetes, doenga car-
%goonnnm_ ade, predisposicao ao cancer e uma variedade
EoE&R_ ana._mb:n apresentam pelo menos alguma
gaﬂ.yn_“ wnan.__m&.,». Essas e muitas outras doengas 3o
€_8m§8m Poligénicas no sentido de que alelos de mil-
P12 g ocorra 2040 juntos em um individuo, contribuem
Eﬁsunnu“m:n_m e gravidade da doenga. Como mapear
Sere hum, €Nte caracteristicas poligénicas complexas em
Wiz opee 05 € Um dos problemas mais importantes € de-
ma:manm_..cau:mmEm_Bm:S.

Oreg. em
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Um dos métodos mais promissores para o estudo de
doengas que exibem heterogeneidade genética ou sio po-
ligénicas é a busca por uma correlagio estatistica entre
a heranga de determinada regido de um cromossomo e
a propensio a doenga, usando-se um procedimento co-
nhecido como estudo de associagdo do genoma inteiro
(genome-wide association study, GWAS). A identificagao
de genes causadores de doengas por GWAS depende do
fendmeno de desequilibrio de ligagdo descrito anterior-
mente. Se um alelo que causa uma doenga, ou mesmo
predispde um individuo a ela, tiver origem relativamente
recente durante a evolugao humana, o alelo causador da
doenga tenderd a permanecer associado a determinado
conjunto de marcadores de DNA presentes na vizinhan-
¢a de sua localizagdo cromossomica. Examinando um
grande nimero de marcadores de DNA em populagdes
de individuos com uma determinada doenga, bem como
em populagdes 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 mutagdes
causadoras de doenga nas regides. Embora o GWAS seja
uma ferramenta poderosa para identificar genes de doen-
¢as candidatos, é necessdrio muito trabalho adicional
para determinar como um individuo portador de uma
determinada mutagao pode estar predisposto 4 doenga.

Modelos de doengas humanas 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-
¢as analogos aqueles em seres humanos. Os ortdlogos
humanos dos genes murinos identificados nos estudos
seriam candidatos provdveis para o envolvimento na
doenga humana correspondente. O DNA de populagées
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 ndo afetados. Essa aborda-
gem de “gene candidato” estd sendo amplamente usada
na busca por genes que contribuam para as principais
doengas poligénicas em seres humanos.

CONCEITOS-CHAVE da Secdo 5.4

Localizagdo e identificagdo de genesde doengas
humanas

o Doengas hereditdrias e outras caracteristicas em seres
humanos apresentam trés padrdes de heranga princi-
pais: autossdmico dominante, autossdmico recessivo e
recessivo ligado ao X (ver Figura 5-35).

o Genes para doengas humanas e outras caracteristicas
podem ser mapeados pela determinagdo de sua segre-
gagao conjunta durante a meiose com marcadores cuja
localizagdo no genoma € conhecida. Quanto mais pré-
ximo um gene estiver de um determinado marcador,
maior sua chance de segregagdo conjunta.
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"« O mapeamento de genes humanos com grande va...._”
i, m& _,,n.ﬂo»:nn_. milhares de marcadores moleculares mMHm
" tribuidos a0 longo dos cromossomos. Qs marca 5
" mais teis s30 diferencas na sequéncia de DNA (poli-
" morfismos) entre individuos em regioes nao codifican-
" tes do genoma. %
"« Polimorfismos de DNA tteis no mapeamento ¢ 8-
nies humanos incluem os polimorfismos de nucleotideo
~tinico (SNPs) e repetigdes de sequéncia simples (SSRs).
Pelo mapeamento de ligagao, consegue-se, geralmente,
localizar um gene de doenga humana em uma regiao
cromossomica que inclui 10 ou mais genes. Identificar
0 gene de interesse dentro da regido candidata requer
geralmente a anilise de expressdo e a comparacao m—a
sequéncias de DNA entre individuos afetados € nao
afetados pela doenga.
Algumas doengas hereditdrias sdo o resultado n_m mu-
tagoes em genes diferentes em diferentes wa.sa.:om
(heterogeneidade genética). A ocorréncia € a gravida-
de de outras doencas dependem da presenca de ale-
los mutantes de maltiplos genes no mesmo individuo
(caracteristicas poligénicas). O mapeamento dos genes
associados com as doengas pode ser feito pela busca de
uma correlago estatistica entre a doenga e uma deter-
~ minada regido cromc a em um estudo de asso-
ciagdo do genoma inteiro.

5.5 Inativacao dafungao de genes
especificos em eucariotos

A elucidagdo das sequéncias de DNA e de proteinas
nos tiltimos anos levou 2 identificagdo de vérios genes,
usando-se padrdes de sequéncias do DNA genémico e
similaridade das proteinas codificadas com proteinas de
fungao conhecida. Conforme discutido no Capitulo 6, as
fungoes gerais das proteinas identificadas por buscas de
sequéncias podem ser previstas por analogia com protei-
nas conhecidas. No entanto, os papéis in vivo precisos
destas “novas” proteinas talvez ndo fiquem claros na
auséncia de formas mutantes dos genes corresponden-
tes. Nesta secdo, serdo descritas virias maneiras de se
interromper a fungdo normal de um gene especifico no
genoma de um organismo. A anilise do fendtipo mutan-
te resultante geralmente ajuda a revelar a fungio 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
Ag'wﬁu_ expressa; (3) promover a destruigdo do mRNA
ex| 0 a partir de um gene. O gene normal endégeno
€ modificado por técnicas baseadas na primeira aborda-

mﬁmﬁw.ﬂmw € modificado nas outras abordagens.
3 mai .n_,m levedura podem ser substituidos
E ﬁﬁwmﬁm por recombinagio homéloga

A modificagio do genoma da levedura S, cerevisiae ¢ par.
ticularmente fécil por duas razdes: as células de levedura

imediato DNA exdgen¢ sob certas condicges, e
DNA introduzido €de 5»:0_&_m__n_n=.mm _.:R mnm_ pelossitio

s mico homologo da célula recipiente. | sa recom.
n_”oimﬁoa ‘fica direcionada de duas regiGes idénticas de
binagao ﬂﬂwn_cn qualquer gene dos cromossomos de |eve.
DNA per substituido por um alelo mutante. (Como discy.
n_.c_.u msm = 5.1, a recombinagdo entre cromossomos ho-
e onmo_u\. ’ ocorre naturalmente durante a meiose.)
mologos tambem 3

Em um método popular para nterromper genes de
Jeveduras com tal aman._P a PCR é usada para gerar
um construto interrompido nosa_..ﬁ_m um marcador de
selecio que apds € transfectado em nm_j_».m de levedura.
Conforme mostrado na Figura 5-39a, ::Qu.mo_‘mm para
amplificagio por PCR do marcador de sele¢io sao pro-
jetados para incluir cerca de 20 nucleotideos idénticos as
sequéncias flanqueadoras do gene de levedura a ser subs-
tituido. O construto amplificado resultante compreende
o marcador de selegio (p. ex., 0 gene kanMX, que assim
como o neo’ confere resisténcia a G-418) flanqueado por
cerca de 20 pares de bases que pareiam com as extre-
midades do gene-alvo de levedura. Células diploides de
levedura transformadas nas quais uma das duas copias
do gene-alvo enddgeno foi substituido pelo construto in-
terrompido sdo identificadas por sua resisténcia a G-418
ou por outro fendtipo de selecdo. As células diploides
heterozigotas de levedura crescem de modo normal, in-
dependentemente da fungio do gene-alvo, mas metade
dos esporos haploides derivados dessas células carregari
apenas o alelo interrompido (Figura 5-39b). Se o gene
for essencial para a viabilidade, entdo os esporos porta-
dores do alelo interrompido nio sobreviverdo.

A interrupgio de genes de levedura por esse método
tem provado ser particularmente (itil na avaliagio do Ev.a_
de proteinas identificadas pela anilise de toda a sequéncia
de DNA gendmica (ver Capitulo 6). Um grande consorcio
de cientistas substituiu cada um dos 6.000 genes identifi-
cados por essa anlise pelo construto interrompido M
kanMX e determinou quais interrupgaes génicas levam 2
esporos haploides invidveis. As andlises mostraram Qu¢
cerca m_n 4.500 dos 6.000 genes de leveduras nio sao ¢
Cessarios para viabilidade, um niimero inesperadament®
grande de genes que ndo parecem essenciais. Em alguns
MMWM”M INCerrupezo de um determinado gene pode oq%_.
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n>n__=_mm n_.m levedura crescendo em condices | aboratoriais:

\ 85»z<m=§._8. células portadoras de um gene m:"n_._.oi.

M.xa-w podemser vidveis devido 3s vias de seguranga ou Vi3®

. %M..Mw%ﬂwwn_wﬁ _ﬂ%m;mm_. tal possibilidade, w.nzms.nn_wm
uscando mutagoes letais sinte!!

querevelem genes nao e dantes
9 essenciais des redundan
(ver Figura 5290), com fungdes

captam de

Atranscricio de

€nes
regulado pode genes ligados a um promotor

E e o S€r experimentalmente controladd g
T n.a_n.w.“::vn»o de um gene essencial :233%.
S 5«.:8 celular leve 3 geragio de esporos _nu
da verdadeira m.sn_.o fornece pouca informagio mnn__.mm.
Para aprender 1620 da Proteina codificada nas célu 7
Maisa respeito da contribuicio de um 8"

o) Seauéncial de 20t
Ganealvo dalevedura| == 2.

SO
Sintese de Iniciador 2

Construto
E interrompido

b)
Célula
diploide

Transformar células diploides
com o construto interrompido

Recombinagao
homologa

Se o gene interrompido
for essencial, estes
esporos serao inviaveis

”M—“_; mxv.mz_gmz.;_. 5-39 Recombinagao homéloga com
av” rutos de Interrupcao transfectados pode inativar genes-alvo
um.sn.—_mﬂw J_ levedura. (a) Um construto adequado para
dores ua.mMmé pode ser preparado por PCR. Cada um dos dois inicia-
._.as%.nom 05 para tal fim contém uma sequéncia com cerca de 20
dura, bem o, (or) :o..:.o_amm a uma extremidade do gene-alvo de leve-
todeDNp MO sequéncias necessarias 4 amplificagao de um segmen-
fung*ﬂmo:w_ao- n_.m um gene de marcador de selegao como kanMX,
iploides _.mnmmm sténcia a G-418. (b) Quando células de Saccharomyces
Senicy, uas_smam so transformadas com o construto de interrupcao
y &usc@:g”_m Nacao homsloga entre as extremidades do construto
Fanbty 30 o correspondentes do cromossomo ird integrar 0 gene
__.vmn.u_ca MOssomo, substituindo a sequéncia do gene-alvo. As cé-
Wantg g am_u_ioqcs%sm crescerao em meio contendo G-418, en-
SSsenciy| par; 85140 transformadas nao crescero. Se 0 gene-alvo for

@3 viabilidade, metade dos esporos haploides formados
nm_c_mm&n_o_amm_.mnoacm:mznmmmma.:zmmem_.

%2 500r1i3cz0 e

N0 creq .

€SCim, . = )
5&55 M:c € na viabilidade celulares, os investigado-
g vovc_m_.mm_vusnm de inativar seletivamente o gene ém
by Se faz, §20 de células em crescimento. Um método

. 5€ faze,
Natiy, £ 1550 emprega um promotor regulado para

ar seler; 5
SVamence 5 transcricao de um gene essencial.
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O promotor GAL1 de levedura é qtil a este proposito
e estd ativo em células que crescem na presenga de galac-
tose, mas completamente inativo em células que crescem
na presenga de glicose. Nessa abordagem, a sequéncia co-
dificadora de um gene essencial (X) ligada ao promotor
GALI é inserida em um vetor de transporte de levedura
(ver Figura 5-17a). O vetor recombinante €, entdo, introdu-
zido em células haploides de levedura nas quais o gene X
foi interrompido. Células haploides transformadas cresce-
rdo em meio com galactose, ja que a copia normal do gene
X no vetor é expressa na presenga de galactose. Quan-
do as células sio transferidas para um meio com glicose,
o gene X ndo é mais transcrito; 3 medida que as células
se dividem, a quantidade de proteina X codificada dimi-
nuird, alcangando eventualmente um estado de deplegio
que mimetiza uma mutagdo de perda de fungdo completa.
As alteragdes observadas no fendtipo dessas células apos
a mudanga para o meio com glicose podem sugerir quais
processos celulares dependem da proteina codificada pelo
gene essencial X.

Em uma aplicagio inicial do método, pesquisadores
exploraram a fungdo dos genes citosélicos Hsc70 em le-
vedura. Células haploides com uma interrupgdo em to-
dos os quatro genes Hsc70 redundantes eram invidveis a
menos que portassem um vetor contendo uma cdpia do
gene Hsc70 que pudesse ser expresso a partir do promo-
tor GALI em meio com galactose. Na transferéncia para
glicose, as células portadoras do vetor eventualmente pa-
raram de crescer em decorréncia da atividade insuficiente
de Hsc70. O exame minucioso destas células revelou que
suas proteinas de secre¢do ndo conseguiam entrar no reti-
culo endoplasmitico (RE). O estudo forneceu a primeira
evidéncia do papel inesperado de Hsc70 na translocagiao
de proteinas de secregio para o RE, processo examinado
em detalhe no Capitulo 13.

Genes especificos podem ser permanentementes
inativados na linhagem germinativa de camundongos

Muitos dos métodos de interrupgio de genes em leveduras
podem ser aplicados a genes de eucariotos superiores. Os
genes alterados podem ser introduzidos na linhagem ger-
minativa via recombina¢do homéloga para produzir ani-
mais com um nocaute génico, ou simplesmente “nocau-
te”. Camundongos-nocaute nos quais um gene especifico
foi interrompido sdo um poderoso sistema experimental
para estudo do desenvolvimento, do comportamento e da
fisiologia de mamiferos. Sao \teis também ao estudo das
bases moleculares de certas doengas genéticas humanas.
Camundongos com genes-alvo nocauteados (gene-tar-
geted knockout mice) sio gerados por um procedimento
de duas etapas. Na primeira etapa, um construto de DNA
contendo um alelo interrompido de um determinado gene-
-alvo é introduzido em células tronco embrionirias (ES, do
inglés embryonic stem). Essas células, derivadas do blasto-
cisto, podem ser crescidas em cultura por vérias geragaes
(ver Figura 21-7). Em uma pequena fracdo de células trans-
fectadas, o DNA introduzido sofre recombinagio homé-
loga com o gene-alvo, embora a recombinagio em sitios
cromossdmicos nao homologos ocorra com bem mais
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frequéncia. Para selecionar as células nas quais N_uﬂnn”.ﬂ”
homéloga direcionada ao w«:«.m_é ocorred, emm e
de DNA recombinante introduzido nas células v.m.AS
incluir dois genes de marcadores de selegio a.._w._mém A
Um destes genes (11¢0'), que confere resistencia 2 o o
inserido no gene-alvo (X), __..a_..qoﬁ_._vm_”_n_o.o ..._nw% rn_.. 4
2 outro gene de selecdo, o da timidina-cinase do virus ?ﬂ»
| simplex (t!*"), & inserido no construto fora da sequ 2
do gene-alvo. As células ES que sofrerem recombinaga
) entre 0 DNA do construto e o sitio homdlogo do cromos:
e somo iro conter 0 7¢0’, Mas o irao incorporar 0 5 .
) Como o tk™" confere sensibilidade ao anlogo citoroxico
E de nucleotideo ganciclovir, as células ES recombinantes de-
sejadas podem ser selecionadas por sua :ug_aumo m_n 50~
breviver na presenca de G-418 e ganciclovir. Nestas células,
um alelo do gene X estara interrompido.

do uma mutagio nocaute
- HHSY

”n&%uﬂ&u

Construto-para-substituicho-de-gene X

| Recombinagao
mm_c_-a n-_sm nao homodloga

— o=

(a) d0 de células ES

Recombinagao
homéloga

Na segunda €tapd da _u_”oa__nmo de camundonggs.

” SM_:_a ES heterozigotas para uma mutagio.
-nocaute, X sio injeradas em um blastocisto de
g mm_%émaa recipiente, que ¢ entdo transfe.
q.bacnn_ozm”s fémea substituta pseudogrévida (Figury
e EM» N 2nie resultante serd de quimeras, contendo
.1.“_.. n_w_%wnmﬁ tanto das células ES transplantadas
s de células hospedeiras. Se as células ES também
m%.ﬂﬂo:o..:cﬁmosm para uma S_.unmnlm:nm marcadora
visivel (p. ex., cor da pelagem), Sgw os descendentes
quiméricos nos quais as n.n____mm m.w sobreviveram e pro.
liferaram poderdo ser facilmente identificados. Camun-
dongos quiméricos sdo cruzados com nm_:.,,_:n_o:mom ho-
mozigotos para outro alelo mm.nm_.unazm:rj marcadora
2 fim de determinar se a mutagao-nocaute ¢ incorporada
na linhagem ma_.aimm?m. Finalmente, o cruzamento de
camundongos heterozigotos para o alelo nocaute produ-
2ir4 descendentes homozigotos para a mutagao-nocaute.

0 desenvolvimento de camundongos-nocaute que

mimetizam certas doengas humanas pode ser ilus-
trado no exempo da fibrose cistica. Por meio de métodos
discutidos na Segdo 5.4, a mutagao recessiva que causaa
doenca foi eventualmente localizada em um gene no:_wn.
cido como CFTR, que codifica um canal de cloro. Utili-
zando o gene CFTR selvagem humano clonado, 0s pes-
quisadores isolaram o gene homélogo murino ¢
introduziram mutagées nele. A técnica de nocaute génico
foi usada para produzir camundongos 7058598._::,
tantes, que apresentaram sintomas (i.e., um fenoripo),
inclusive distirbios no funcionamento de células cpite-
liais, semelhantes aqueles de seres humanos com fibrose
cistica. Os camundongos-nocaute estio sendo usados
como modelo de estudo dessa doenga genética ¢ para ©
desenvolvimento de terapias efetivas. ®

.m._.nc; EXPERIMENTAL 5-40 O isolamento de células ES

90 com uma interrupgio génica direcionada é 0 PIi-

X X Ry A
- Gene X ~Butros-genes— Sl ES
Insergdo génica Insercao
direcionada aleatéria
'Mutagdo no gene X —NenhtmamutagdonogeneX-
C Células séo resistentes a Células so resistentes a G-418,
3 n&._m-o mnq_,.,"_n_n!: mas sensiveis a ganciclovir
WD, = Vi
HE Selecdes positiva e negativa de células ES i
- 0o ® @ G—Célulasndo i

..armm?ﬂ.w.?:ﬁml. .O
~cominsercio @ O

® @ Recombinantes com
toria . . com insergao

génica direcionada

il 4 ,._.mnis.: G-418
| (selegao positiva)

mei gi0 na produgao d aute. (a) Quando
DNA exSgeno ¢ introduzido em células-tronco embrionarias (ES): 2
inserg3o aleatéria via recombinagio ndo homéloga ocorre com Multd
?B..m:.n_m maior do que a inserggo direcionada ao gene por meéio n_w
Huoau_:uﬂo homéloga. Células recombinantes nas quais UM m_m_o
gene X(laranja e branco) foi interrompido podem ser obtidas Pe
Us0 de um Vetor recombinante que carrega o gene X m:ﬁ:o.:u_%
nmdoﬁzao nea’ (verde) que confere resisténcia a G-418, e fora 4 _Mm
m_.s de homologia, t™, o gene da timidina-cinase do virus Jma:m
scﬂhh_s_aﬂ.amzm$ viral, 20 contrario da enzima muaomm o
e ._.Soﬂo%g.ﬁ. 0 anlogo de nucleotideo ganciclovit maaﬁ
queinibe s ato; este é entao modificado para sua forma :%w:a.
loviceitars 220 90 DNA celular em células ES. Assim. © 920,
. A nsercae SoPora Células ES recombinantes portadoras 4991
méloga, n3 §20naohomélogainciui o gene, enquanto @ m:mmam%_omm
munumzh?n_u h. ortanto, 3penas células com insergéo nao :o__M ol
a5 por tratamey 9anciclovir. (b) Células recombinantes 530 € DNA
0 N0 o inteqrae O G418, 3 que células que ndo nmnzaauo%
S Enﬂ_w:_ €M seu genoma sio sensiveis a €ste noam com
iclovir A 4s recombinantes sobreviventes 530 53%% do
oronas as células com yma interrupgao direc s
s.,ﬁmﬂg do gene tk*e sua citotoxicid
“ S L Mansour et ), 188, Nature 336:348)
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) ViDEO: Microinjecao de células-tronco embrionarias em blastécitos

\_._ AEXPERIMENTAL 5-41  Células ES heterozigotas para
terrompido sdo usadas para produzir camundongos
um:ou.w?o nocauteados. mamw Il: células-tronco embrionarias
«om.“__ﬁ»m_.oﬁmoam para uma mutagao-nocaute em um gene de inte-
._Mm (X) e homozigotas para um m._m_o dominante de um gene marca-
dor(cor da pelagem marrom, A) séo :.w:mu_m._._aamm emuma cavidade
plastocél 2 de embrides com 4,5 dias que sdo homozigotos para um
alelorecessivo do marcador (cor da um.mow:.. preta, a). Etapa FX: os em-
brides iniciais $80 implantados em uma «m_._.._mw pseudogravida. Aque-
es descendentes portadores de células derivadas de ES sao quimeras,
indicados por sua pelagem 3.%.:&5 preta e marrom. Etapa BJ: ca-
mundongos quiméricos s3o entao retrocruzados com camundongos
pretos; descendentes marrons deste cruzamento possuem células
gefivadas de ES em sua linhagem germinativa. Etapas E}-[d: analise
de DNA isolado de um pequeno pedago de tecido da cauda pode
identificar camundongos marrons heterozigotos para o alelo nocaute.
Intercrizamento dos camundongos produz alguns individuos homo-
zigotos para o alelo interrompido, ou seja, camundongos-nocaute.
{Adaptada de M. R. Capecchi, 1989, Trends Genet. 5:70.)

umgene in

Arecombinagao celular somética pode inativar
genes em tecidos especificos

Pesquisadores estdo geralmente interessados em exami-
nar os efeitos de mutagdes-nocaute em um determinado
tecido do camundongo, em um estigio especifico do de-
senvolvimento, ou em ambos. Entretanto, camundongos
portadores de um nocaute na inhagem germinativa po-
dem ter defeitos em numerosos tecidos ou morrer antes
doestigio do desenvolvimento de interesse. Para resol-
der a_\ problema, geneticistas murinos desenvolveram
Uma técnica inteligente de inativagio de genes-alvo em
upos especificos de células somaticas ou durante deter-
s_aacm estagios do desenvolvimento.
m.:%nman:%m emprega sitios de recombinagdo de DNA
n;n:%nnm\___mcm Anrn:..»n_.om m,m sitios loxP) e a enzima
e al _ww a _.mnoz:.::un.uo entre eles. O sistema de
T mmmao.“o mox—rQ.m é an_‘%\ma‘aﬂ do _unn.ﬂm.:o?wo —WH,
funciong o a an .,oo@:._v.:mnuo‘m_:c,n%on._m_no também
_.mmnnw_ mm: o .»u__nua‘o em n‘n_:_um murinas. Uma ca-
de Cre = ssencial da técnica é o controle da expressio
Um promotor celular-especifico. Em camun-
acﬁom e .O_u specifico
tado g p; e ma:an.; pelo procedimento represen-
X) Ono:mmm:_.m 5-42,a inativacao do gene de interesse
Ontroly own_un:wm em ma_:._um nas quais o promotor que
Sidénci, ﬂ_w acao m_a_.:»a._é da técnica forneceu forte
-_ES_.ES due um determinado receptor de neurotrans-
dog @::»n_uw:m:a para a aprendizagem e memdria. Estu-
Que 4 nv_.o_.n_v%w_ng e fisioldgicos prévios haviam indicado
&n._asmn 12agem normal requer a classe de receptores
_._.o.ZQn..Bo NMDA no hipocampo, uma regido do cére-
Cde umq 110, camundongos nos quais o gene codifican-
Subunidade do receptor NMDA foi nocauteado

Miam
Pape] g, 14 fase neonatal, impossibilitando a anilise do

I
aur Fig <Ceptor na aprendizagem. Seguindo o protoco-

Yag

u
e.»mmhn 542, pesquisadores geraram camundongos

%no rmvm« 1€ da subunidade do receptor estava inati-
~*0@MPo, mas expresso em outros tecidos. Os

marrom
(WA, X-1X°)
Camundongo ——\%
preto

(ala, X*1X*)

Blastocisto de 4,5 dias

m Transferir embrides cirurgicamente
para fémeas pseudogravidas

&

Mae de aluguel

Descendentes
possiveis

Lo Lo

Quimérico Preto

Selecionar camundongos quiméricos
para cruzamentos com camundongos
pretos selvagens

X

Células germinativas Todas as células
germinativas
AX* AIX alXt a/x-
H Descendentes derivados de
células ES serdo marrons

Lo S &

,bxm. XX Ala, XV\X” ala, X*IX*

Descendentes de células germinativas
derivadas de células ES

Hh Investigar o DNA de descendentes marrons

para identificar heterozigotos X-/Xx~

ﬂh Cruzar heterozigotos X-/X*

ﬂh ﬂEm.m igar o DNA de descendentes para
iden

ar homozigotos X-/X-

&

Camundongo-nocaute

camundongos sobreviveram 2 vida adulta e apresentaram
defeitos de aprendizagem e de meméria, confirmando um
papel para estes receptores na habilidade dos camundon-
gos de codificar suas experiéncias em meméria.

Alelos dominantes negativos podem inibir
funcionalmente alguns genes

Em organismos diploides, como observado na Secdo
5.1, o efeito fenotipico de um alelo recessivo ¢ expres-
so apenas em individuos homozigotos, a:asusﬁoAm_m_om
dominantes s3o expressos em heterozigotos. Assim o in-
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loxP
Todas as células possuem O gene

X enddgeno com sitios loxP
flanqueando 0 éxon 2

!

Células que nio expressam Cre

Fungdo génica esta normal

2 ~ » Camundongo
(L= loxPCre
Coaeil
Todas as células possuem uma
copia do gene X modificado com
loxP, uma copia do gene X
nocaute, e genescre

FIGURA EXPERIMENTAL 5-42 O sistema de recombinagio
loxP-Cre pode nocautear genes em tipos celulares especificos. Um
sitio loxP (lils) é inserido em cada extremidade do éxon essencial 2
do gene-alvo X (azul) por recombinacao homéloga, produzindo um
camundongo loxP. Uma vez que estao em introns, os sitios foxP nao in-
terrompem a funcao de X. 0 camundongo Cre porta um alelo nocaute
do geneX e um gene cre (laranja) introduzido a partir do bacteriofago
P1 ligado a um promotor especifico (amarelo) da célula. O gene cre &
incorporado ao genoma do camundongo por recombinagao nao ho-

dividuo precisa portar duas copias de um alelo recessi-
vo, mas apenas uma copia de um alelo dominante para
exibir os fendtipos correspondentes. Foi visto como
linhagens de camundongos que sio homozigotas para
uma dada mutagdo-nocaute podem ser produzidas pelo
cruzamento de individuos que sio heterozigotos para a
mesma mutagao nocaute (ver Figura 5-41). Para experi-
mentos com células de animais em cultivo, entretanto,
¢ geralmente dificil interromper ambas as copias de um
gene para produzir um fenétipo mutante. Além disso, a
dificuldade em produzir linhagens com ambas as cdpias
de um gene mutado com frequéncia € agravada pela pre-
senca de genes relacionados de fungdo semelhante que
devemn também ser inativados para revelar um fenétipo
visivel.

Para certos genes, as dificuldades em produzir mu-
tantes-nocaute homozigotos podem ser evitadas pelo uso
de um alelo portador de uma mutagio dominante ne-
gativa. Estes alelos sio geneticamente dominantes; isto
¢, produzem um fendtipo mutante mesmo em células
portadoras de uma cpia do gene selvagem. Contudo,
a0 contrério de outros tipos de alelos dominantes, alelos
dominantes negativos produzem um fendtipo equivalen-
te aquele da mutagao de perda de fungio.

 Alelos dominantes negativos iteis foram identifi-
cados para uma variedade de genes e podem ser intro-
Aﬁk_ou nB_oo..r_F.m cultivadas por transfeccio ou na
linhagem germinativa de camundongos ou outros orga-

Camundongo -
Cre
5 X
zigoto para o gene
u”cwﬂﬁmﬁoamm as células
possuem O gene cre

Promotor |
especifico da célula

Células que expressam Cre

Fungao génicaestd interrompida

mologa e ndo afeta a funcao de outros genes. Nos camundongos loxP-
~Cre que resultam do cruzamento, a proteina Cre é produzida mm.m.:&
naquelascélulasonde o promotor estd ativo. Assim, estas 530 as unicas
células nas quais a recombinagao entre os sitios foxP cata lisada por Cre
ocorre, levando & delecio do éxon 2. Uma vez que o outro alelo éum
nocaute de gene X constitutivo, a delegao entre s sitios loxP resulta
em perda de fungdo completa do gene X em todas as células expres-
sando Cre. Utilizando diferentes promotores, pesquisadores podem
estudar o efeito o silenciamento do gene X em varios tipos celulares.

nismos. Em ambos os casos, o gene introduzido é inte-
grado a0 genoma por recombinagdo nio homéloga. Os
genes inseridos de maneira aleatéria sio chamados de
transgenes; as células ou os organismos portadores sio
chamados de transgénicos. Transgenes portadores de
um alelo dominante negativo geralmente sdo projetados
de forma que 0 alelo seja controlado por um promotof
regulado, permitindo a expressdo da proteina mutante
em tecidos diferentes em diferentes periodos de tempO-
Como observado, a integragio aleatéria de DNA ex08e”
novia recombinagio nio homéloga ocorre com frequén”
€12 muito maior do que a insergio por recombinaci®
homdloga. Devido a este fendmeno, a produgdo de ¢

M_m_m_._%..wnmw.wmuﬂmsmmm:_now € um processo eficiente e dirt

Entre os genes que podem ser funcionalmente ina"

<mm0m pela introducio de um alelo dominante negati*
sta0 2queles que codificam pequenas proteinas (MO
%Em_,ﬁs& de ligagio a GTP pertencentes 4 famili2 a%
-mo,.M“ma. Como €xaminado em virios capitulos vomﬂ
» £3835 proteinas (p, ex., Ras, Rac, e Rab) atu?

omo disjuntores j ue
intrace|ular, 3o de ped
nas GTPases dg es. A conversiao

&stado inativo ligado a GDP pard :M
igado a O.E_uu depende de sua interaga® MN_._‘
otfdeo guanina correspOr
MMMW_” W. Uma pequena GTPase w::m:nm que se lig n_.m
Permanente 3 proteina GEF bloqueard a conve

s3o de s
Pequenas GTPases selvagens endégenas para ©
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) >z=<_>n>o TECNICA: Criando um camundongo transgénico
ViDEODE ANIMAGAO: DNA injetado no pré-niicleo de um zigoto murino

SURA mxvmn_gmz.;_. 5-43 n.~«===no=u$ transgénicos
m._ uzidos pela integragao aleatdria de um gene exégeno na
ﬂau:xﬂ: germinativa murina. DNA exdgeno injetado em um dos
..m@“:ﬁ.mom (os nucleos haploides masculino e feminino com
dois Q.m contribuem 0S genitores) tem uma boa chance de ser alea-
o ,ncm. nte integrado aos Cromossomos do zigoto diploide. Como &
.3%:%% 20 genoma hospedeiro por recombinacao nao homéloga,
”_“_mwmzmnm:m nao interrompe genes endogenos. (Ver R. L. Brinster et
21,1981, Cell 27:223)

doativoligadoa GTP, impedindo-as, assim, de realizar
suas fungdes de disjuntores (Figura 5-44).

ORNA deinterferéncia causa a inativagdo génica
peladestruigdo do mRNA correspondente

0 fenémeno conhecido como RNA de interferéncia
(RNAi) talvez seja 0 método mais direto de inibir a fun-
o de genes especificos. Essa abordagem é tecnicamente
mais simples do que os métodos ja descritos para inter-
rupgio de genes. Inicialmente observado no verme cilin-
drico C. elegans, o RNAI refere-se a capacidade que o
RNA de fita dupla tem de bloquear a expressio de seu
mRNA de fita simples correspondente, mas nio aquela
de mRNAs com uma sequéncia diferente.

Conforme descrito no Capitulo 8, o fendmeno do
RNAi reside na capacidade geral que as células eucarié-
ticas tém de clivar segmentos de RNA de fita dupla em
SegMentos curtos (23 nt) conhecidos como RNA inibité-
10 pequeno (siRNA). A endonuclease de RNA que cata-
lisa essa reagio, conhecida como Dicer, é encontrada em

{al Células expressando
”_E._-n alelos selvagens

 uma GTPase pequena

(€

Selvagem

1b) ce

s_“.ﬂ“u_u.”o ux_nnmmn:uo ambos
vagens

nos___-..o ...u%ﬂ?om gl

.

e dominante
Negativg

Pela agio Inativacao da fungao de uma GTPase selvagem
(i) g 21€10 domi gativo. (a) GTPases
oM fator amm:wm (monomeéricas) szo ativadas por sua interagao com
Qde Gpp uﬂﬂoa de nucleotideo guanina (GEF), que catalisa a tro-
”_m__s nm:mﬂ STP. (b) Introdugio de um alelo dominante negativo
e %nicog | € GTPase pequena em células cultivadas Ou animais
5 __..25:%96 4 eXpressao de uma GTPase mutante que se liga a
nfsmm._.vmun 0 Como resultado, copias selvagens endogenas da
fupMico w_n_cﬂmac.m na ficam presas no estado inativo ligadas a GDP.
Sﬁma Nog -t.mqo-.:.:m-:m negativo causa um fenétipo de perda de

muo_.SanmS_oo_mu semelhante aquele observado em homozi-

dedois alelos de perda de fungao recessivos.

Injetar DNA exdgeno
em um dos pré-nucleos

Pro-nucleos

Ovulo murino fe
da fusao dos pré-nucleos
masculino e feminino

Transferir ovulos injetados
em mae de aluguel

T T

= &=

Cerca de 10 a 30% dos descendentes conterao
DNA exogeno em cromossomos de todos os
seus tecidos e na linhagem germinativa

Cruzar camundongos expressando
DNA exogeno para propagar o DNA
na linhagem germinativa

todos os metazodrios, mas ndo em eucariotos simples,
como a levedura. As moléculas de siRNA, por sua vez,
podem causar a clivagem de moléculas de mRNA de se-
quéncia correspondente, em uma reagdo catalisada por
um complexo proteico conhecido como RISC. O RISC
medeia o reconhecimento e a hibridizagio entre uma fita
do siRNA e sua sequéncia complementar no mRNA-
-alvo; depois, nucleases especificas no complexo RISC
clivam o hibrido mRNA-siRNA. Esse modelo representa
a especificidade do RNAI, ja que ele depende do parea-
mento de bases, e o seu potencial para silenciar a fungao
génica, ja que o mRNA complementar é permanente-
mente destruido por degradagdo nucleolitica. A fungdo
normal de ambos Dicer e RISC é permitir a regulagio
génica por pequenas moléculas de RNA endégenas co-
nhecidas como microRNAs, ou miRNAs,

Pesquisadores exploram a via do microRNA para
silenciar intencionalmente um gene de interesse usando
um dos dois métodos gerais para produgio de siRNAs
de sequéncia definida. No primeiro método, um RNA
de fita dupla correspondente & sequéncia do gene-alvo
¢ produzido pela transcri¢do in vitro de ambas as c6-
pias senso e antissenso da sequéncia (Figura 5-45a). O

A
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€ RECURSO DE MIDIA: RNAde interferééwia

FIGURA EXPERIMENTAL 5-45 ORNA de _-anqo..m:n“.uhunw
pode inativar funcionalmente genes de C. elegans e de n L
ganismos. () Produgao in vitro de RNA de fita dupla (dsR n.c [ 5
RNAi de um gene-alvo especifico. A sequéncia codificadora do g 2
derivada de um clone de cDNA ou de um segmento de DNA gen

- A 42l adja-
mico, é colocada em duas goes em um vetor P Md_..:
cente a um promotor forte. A transcrigao de m.:_uom.ou nu_._aE;.
vitro usando uma RNA-poli e trifosfato de ribon leos

gera varias copias de RNA na orientagao senso (idénticasa ume_.m:.cm
do mRNA) ou na orientagao antissenso complementar. Sob nm:a._nom
apropriadas, estas moléculas de RNA complementares irao s_ui. ar
para formar dsRNA. Quando o dsRNA ¢ injetado nas celulas, ele écli-
vado por Dicer em siRNAs. (b) Inibicao da expressao do RNA mex3 em
embrides do verme por RNAi (ver o texto para o mecanismo). @ a..
querda) A expressao do RNA mex3 em embrides foiinvestigad porh
bridizagao in situ com uma sonda expecifica paraeste RNA, isto & liga-
da a uma enzima que produz um produto colorido (lilas). (A direita) O
embrido derivado de um verme injetado com RNA mex3 de fita dupla
produz pouco ou nenhum RNA mex3 endégeno, como indicado pela
auséncia de cor. Cada embrido no estagio de quatro células tem cerca
de 50 um de comprimento. (c) A producao de RNA de ita dupla in vivo
ocorre por meio de um plasmideo projetado i ido di
nas células. O construto génico sintético é um arranjo sequencial de
ambas as sequéncias senso e antissenso do gene-alvo. Quando trans-
crito, formam-se pequenos grampos de RNA (shRNA) de fita dupla. O
ShRNA é clivado por Dicer para formar siRNA. (Parte (b) reproduzida
de A. Fire etal., 1998, Nature 391:806.)

RNA de fita dupla (dsRNA) é injetado na gdnada de um
verme adulto, onde sera convertido a siRNA pela Dicer
nos embrides em desenvolvimento. Juntamente com o
complexo RISC, as moléculas de siRNA causam a des-
truicao rapida de moléculas de mRNA correspondentes.
Os vermes resultantes exibem um fenétipo It

{a) Produgdo in

vitro de RNA de fita dupla

Transcrito antissengg
s ENS g
a..\.\:)))\((f
Gene de
interesse

Transcrito senso

w.
?y
3

h"

Nao injetado Injetado
(c) Produgao in vivo de RNA de fita dupla

Transcrito senso

aquele que resultaria da interrupgao do gene correspon-
dente propriamente dito. Em alguns casos, a entrada de
apenas algumas moléculas de um determinado dsRNA
em uma célula é suficiente para inativar vérias copias do
mRNA correspondente. A Figura 5-45b ilustra a capaci-
dade que um dsRNA injetado tem de interferir na pro-
dugio do mRNA enddgeno correspondente em embrides
de C. elegans. No experimento, os niveis de mRNA dos
embriGes foram determinados por hibridizagio i situ,
como previamente descrito, usando-se uma sonda mar-
cada fluorescentemente.

O segundo método consiste na produgdo de um
RNA de fita dupla especifico in vivo. Uma maneira efi-
ciente para se fazer isso é expressar um gene sintético
projerado para que contenha segmentos adjacentes de
ambas as sequéncias senso e antissenso correspondentes
ao gene-alvo (Figura 5-45¢). Quando o gene é transcri-
to, um “grampo” de RNA de fita dupla se forma, sendo
chamado de pegqueno grampo de RNA, ou shRNA (de
small hairpin RNA). O shRNA seri clivado pela Dicer
para formar moléculas de siRNA. Vetores de expressao
lentivirais s3o particularmente fteis para introduzir ge-
nes sintéticos para expressao de construtos de shRNA
em células animais.

_ Ambos os métodos de RNAi servem para estud®s
sistemdticos a fim de se inativar cada um dos genes €0°
nhecidos em um organismo e se observar suas CONSe:
quencias. Por exemplo, em estudos iniciais com C. efe-
&ans, 0 RNA de interferéncia com 16.700 genes (cerc
de 86% do genoma) gerou 1.722 fenétipos anormass
visiveis. Os genes cuja inativacio funcional causa dete™
E:...&S fendtipos anormais podem ser agrupados e
Mm“m_ﬂ_ow.. cada membro de um conjunto controla pre

/€ Mente oS mesmos sinajs ou eventos. As relagoes

—.M_wacn_u&oa_m ENtre 05 genes do conjunto — p. ex., 05 88N
M._o mh.zoMNMMMMM_nwm:é_s.En:no muscular — podem &
B&me_.ownommm:_.mﬂww nos quais a inativagao maz_\nw
la, virio 52 Aifoi bem-sucedida jncluem DrosoP”"

> Varios tipos de plantas, peixe.zel, Xenop!s

€ camundongos Bltesges 8> 0 SAPO 4 T\

:m_ » 48013 05 sujeitos de triagens de R
<21a. Por exemplo, verores lentivirais fora™

Projetados para Inativar por RNA mais de 10.000 genes

noznm_aom-n:><m daSecao5.5
nativandoa fungao de genes especificos em eucariotos
n:

 Uma vez que um m.n:a é n_o_..maoJ indicios 5.69.5._:2
aerca desua fungao :o_._”_i_ in vivo podem ser obtidos
2 partir dos efeitos fenotipicos observados quando ele
¢mutado. ’ ;
Genes podem ser interrompidos em _m<mn.:3m pela in-
sercio de um gene de BE.nun_o.q de selegao em um alelo
de um gene selvagem por meio da _.nnoﬂ._u_:mnmo ho-
mologa, produzindo um mutante :mﬁ_.oN_m.oS. Quan-
do um heterozigoto assim é esporulado, a interrupgio
de um gene essencial produzird dois esporos haploides
invidveis (ver Figura 5-39)- }
Um gene de levedura pode ser inativado de maneira
controlada pelo uso do promotor GALT para inativar
a manscricao de um gene quando as células sao trans-
feridas para um meio com glicosc.
Em @mundongos, genes moditicados podem ser incor-
porados na linhagem germinativa em sua localizagao
gendmica original por recombinagdo homéloga, pro-
duzindo nocautes (ver Figuras 5-40 e 5-41). Camun-
dongos-nocaute fornecem modclos para doengas gené-
ticas humanas como a fibrose cistica.

* Osistema de recombinagao loxP-Cre permite a produ-
@o de camundongos nos quais um gene é nocauteado
em um tecido especifico.

* Na produgao de células ou organismos transgénicos,

DNA exdgeno ¢é integrado ao genoma do hospedeiro

por recombinagao nao homologa (ver Figura 5-43). A

introducao de um alelo dominante negativo por esse

modo pode inativar funcionalmente um gene sem alte-

@I sua sequéncia.

Em muitos organismos, incluindo o verme cilindrico

C. elegans, moléculas de RNA de fita dupla provocam

adestruicio de rodas as moléculas de MRNA de mes-

Masequéncia (ver Figura 5-45). Esse fendmeno, conhe-

nam mo RNAi (RNA de interferéncia), fornece um

M€ especifico e potente de inativago funcional de

BENES sem que se alterem suas estruturas.

Perspectivas

Co

o__._“w—.ﬁﬂ exemplos neste capitulo e ao longo de todo
Preengz n_n..usv. a andlise genética é a base de nossa com-
Celular Exa MuItos processos fundamentais em biologia
135 que ._“__mmzn_o as consequéncias fenotipicas de mu-
Blem no:nn.m 1vam determinado gene, geneticistas conse-
Miturg ¢ 0o ar s conhecimentos acerca de sequéncia, €s-
4 funcz Widade bioquimica da proteina codificada com
_____Enm_a_w:.: Mnow:SxS de uma célula viva ou organismo
0 desgg e abordagem clissica para o estabelecimen-

i nexo 3 .
u_s_._aanx €X0es em seres humanos e organismos Mais

_5<,~u Eaﬂu.n fimentalmente acessiveis tem sido identificar
&gy, mﬁmmwﬁ de interesse com base em seus fenotipos €,
a, Embor, o€ afetado e seu produto proteico.

& €lentistas continuem usando essa classica

dage
M gena.: g
8enética para dissecar processos celulares e
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rotas bioquimicas fundamentais, a disponibilidade de in-
formagdo sobre sequéncias genémicas completas sobre
a maioria dos organismos experimentais comuns mudou
fundamentalmente a maneira como os experimentos
genéticos sao conduzidos. Utilizando védrios métodos
computacionais, cientistas identificaram as sequéncias
de genes codificadores de proteinas da maioria dos or-
ganismos experimentais, inclusive E. coli, levedura, C.
elegans, Drosophila, Arabidopsis, camundongo e seres
humanos. As sequéncias génicas, por sua vez, revelaram
as sequéncias primarias de aminoacidos dos produtos
proteicos codificados, fornecendo-nos uma lista quase
completa das proteinas encontradas em cada um dos
principais organismos experimentais.

A abordagem adotada pela maioria dos pesquisa-
dores passou da descoberta de novos genes e proteinas
para a descoberta das fungdes de genes e proteinas cujas
sequéncias ja sdo conhecidas. Uma vez identificado um
gene interessante, a informagdo da sequéncia genémica
acelera bastante a manipulagdo subsequente do gene, in-
clusive sua inativagao projetada, de forma que mais pos-
sa ser aprendido sobre sua fungao.

Conjuntos de vetores para a inativagao por RNAi
da maioria dos genes definidos no nematoide C. elegans
jd permitem que triagens genéticas eficientes sejam rea-
lizadas neste organismo multicelular. Os métodos estao
agora sendo aplicados em grandes colegdes de genes de
células de mamifero em cultura, e no futuro préximo, ou
RNAi ou o método de nocaute terdo sido empregados
para inativar cada um dos genes de camundongo.

No passado, um cientista poderia passar muitos
anos estudando apenas um tnico gene, mas hoje cien-
tistas geralmente estudam conjuntos completos de genes
ao mesmo tempo. Por exemplo, com os microarranjos
de DNA o nivel de expressido de todos os genes de um
organismo pode ser medido tao facilmente quanto a ex-
pressdo de um Gnico gene. Um dos grandes desafios dos
geneticistas no século XXI serd explorar a grande quan-
tidade de dados disponiveis sobre a fungado e regulagao
de genes individuais para entender como grupos de genes
se organizam a fim de formarem rotas bioquimicas com-
plexas e redes reguladoras.

Termos-chave

alelos 172

biblioteca de DNA 186
clonagem de DNA 182

heterozigoto 173
hibridizagio 188
hibridizagao in sit 199

clone 185 homozigoto 173
complementagao microarranjo de DNA
funcional 189 199

DNA recombinante 182

DNAs complementares
(cDNAs) 186

dominante 173

enzimas de restrigao 183

fenotipo 172

gendmica 195

gendtipo 172

mutagao 172

mutagao de ponto 173

mutagdes de sensibilidade
a temperatura 176

mutagénica 172

nocaute génico 213

Northern blotting 198

plasmideos 184
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reacdo em cadeia da selvagem 172

i PCR)192  sondas188
_.%M_mﬁw.ﬂmm ) Southern blotting 198
recombinagao 180 transfecgao mowH 7
RNA de interferéncia transformagao

(RNAi) 217 transgenes 216
segregagao 175 vetor 182

Revisao dos conceitos

1. Mutagdes genéticas podem fornecer ideias sobre Mm
mecanismos de complexos processos celulares ou de
desenvolvimento. Como sua andlise de uma muta-
¢do genética poderia ser diferente, conforme deter:
minada mutagao seja recessiva ou dominante?

2. O que é uma mutagao a—.:._ommm?nw?n_.u Por que as
mutagoes termossensiveis sao (teis para revelar a
fungio de um gene?

3. Descreva como a andlise de complementacao pode
ser utilizada para determinar se duas mutagoes es-
td0 N0 MesmO gene Ou em genes diferentes. Expli-
que por que a analise de complementagio nio fun-
cionard para mutagGes dominantes.

4. Jane isolou uma linhagem mutante de levedura que
forma coldnias vermelhas em vez de brancas quan-
do crescida em uma placa. Para determinar o gene
mutante, ela decidiu usar a complementagio fun-
cional com uma biblioteca de DNA que contém um
marcador de selegdo para lisina. Além da mutagao
génica desconhecida, as leveduras sdo desprovidas
do gene necessério a sintese dos aminoécidos leuci-
na e lisina. Que meio Jane usara no cultivo de suas
leveduras para assegurar que captem os plasmideos
da biblioteca? Como ela saberd quando um plasmi-
deo da biblioteca tera complementado a mutagio

de suas leveduras?

5. Enzimas de restricio e DNA-ligase desempenham
papéis fundamentais na clonagem de DNA. Como
uma bactéria que produz uma enzima de restricio
ndo cliva seu proprio DNA? Descreva algumas ca-
racteristicas gerais dos sitios para enzimas de res-
trigdo. Quais sdo os trés tipos de extremidades de
DNA que podem ser gerados apés sua clivagem
com enzimas de restrigio? Que reacio é catalisada
pela DNA-ligase?

6. Plasmideos bacterianos com frequéncia sio usados
como vetores de clonagem. Descreva a caracteris-
tica essencial de um vetor plasmidial. Quais s3o as
vantagens e aplicagoes dos plasmideos como veto-
res de clonagem?

7. Uma biblioteca de DNA ¢ uma colegio de clones,
cada um deles contendo um fragmento diferente
de DNA, inserido em um vetor de clonagem. Qual
a diferenca entre uma biblioteca de cDNA e uma
de DNA gendmico? Voce gostaria de clonar o gene
X, um gene €Xpresso apenas em neurdnios, em um
vetor usando uma biblioteca como fonte para o
inserto. .mn voce tivesse as seguintes bibliotecas 3
disposicio (biblioteca gendmica de células da pele,

biblioteca de n_uww_>. %cn.m:.__uw amn_ pele, bibliogec,
aica de neuronios, iblioteca de nOH”; de ney.
genomica | delas poderia usar e por qué?
ronios), qua 3 Prémio N
8. Em 1993, Kary Z,._:_m mumro: o Prémio Nobel ¢y,
E Quimica por sua invengao do processo da PCR,
Descreva 0 trés passos €m anu n_nro de uma re,.
cio de PCR. Por que 2 %28 m:w‘ m.:a__.m DNA.
—polimerase termoestavel (p. ex., .=a polimerase)
foi tio importante para o n_nmn:<w_<:dm=8 da PCR:
9. Southern e Northern blotting sao mm:uaossm po-
derosas em biologia Eofn:_m_. baseadas na r_.—f.
dizagdo de 4cidos ::n_o_ao.w Oo_do essas técnicas
se assemelham? Como mn.a_mﬂn:os..:.v —.o.:s.mu al-
gumas aplicagoes especificas para cada técnica de
blotting. )

10. Um némero de proteinas exogenas foi expressa em
células bacterianas e mamiferas. Descreva as carac-
teristicas essenciais de um plasmideo recombinante
necessarias 4 expressio de um gene exogeno. Como
vock poderia modificar a proteina exégena para fa-
cilitar sua purificagio? Qual é a vantagem de cx-
pressar uma proteina em células de mamiferos cm
vez de bactérias?

11. Northern blotting, RT-PCR e microarranjos podem
ser usados na andlise da expressdo génica. Um labo-
ratorio estuda células de levedura, comparando scu
crescimento na presenca de dois agticares diferentes,
glicose e galactose. Um aluno estd comparando a
expressdo do gene HMG2 sob diferentes condigoes.
Quais técnica(s) ele poderia usar e por qué? Outro
aluno quer comparar a expressio de todos os genes
do cromossomo 4, 0s quais sdo cerca de 800. Qual
técnica(s) ele poderia usar e por qué?

12. Na determinago da identidade de uma proteind
que corresponde a um gene recém-descoberto, 8¢
ralmente ajuda saber o padrdo de expressdo teci-
dual daguele gene. Por exemplo, pesquisadores
descobriram que um gene chamado SERPINAG ¢
€Xpresso no figado, no rim e no pancreas, mas M4°
€m outros tecidos, Quais técnicas os pesquisadores
poderiam usar para descobrir que tecidos expres”
muj um determinado gene?

2 Mﬁmﬁwﬁm de DNA podem ser usados cone

vo_ia_‘mmEOmAw mZﬂ? i as diferencas Moam
podem ser usad] € SSR. Como esses marca i
DNA? 05 para estudos de mapeament

14. Como o mapeamen
e

cdo mui

to de desequilibrio de ligag?®

Yent ne
ecer a localizagio de um 8°

. "y A na-

to maior do que o classico "

s Peamento de ligaggo? a

+ Estudos de ligacao oo <.: as
@omxmas“mm@o genética podem localizar P70

€ 2 posics 2 ¢
de “doenca” O“ POsica0 cromossomica de um m:u‘.
li ; ~0mO a anilise de expressio € & u__a

as de DNA ajudam a localiza®

m“%m ump:m:nm
e doenc, n._g:o da regio identificada po*
ligagao?

Mapeamentq de

16. A nm_um_nmn_mn_n de modificar seletivamente o genoma

do camundongo revolucionou a genética murina.
Faga um esquema demonstrando o procedimento
para se gerar um camundongo-nocaute de um /ocus
genético especifico. Como o sistema loxP-Cre pode
ser usado para nocautear um gene de maneira con-
dicional? Que aplicagio médica importante tém os
camundongos-nocaute?

18. Dois métodos para inativar funcionalmente um

gene sem alterar sua sequéncia incluem mutagoes
dominantes negativas e RNA de interferéncia
(RNAI). Descreva como cada método pode inibir a
expressdo de um gene.

Anélise dos dados

1. Uma cultura de leveduras que requer uracila para
crescer (1ra3’) foi mutagenizada, e duas coldnias
mutantes, X e Y, foram isoladas. Células de acasala-
mento do tipo a da colonia mutante X sdo cruzadas
com células de acasalamento do tipo @ da col6nia
Y para gerar células diploides. As células parentais
(ura3’), X, Y e diploides sio semeadas em placas
com dgar contendo uracila e incubadas a 23°C ou
32°C. O crescimento celular foi monitorado pela
formagdo de coldnias nas placas de cultura confor-
me demonstrado na figura abaixo.

Denota crescimento das células

Diploide X-Y

Crescimento a 23°C

Crescimento a 32°C

2. O que pode ser deduzido sobre os mutantes X e Y
a partir dos dados fornecidos?

b. Uma biblioteca de cDNA de leveduras selvagens,
Preparada em um plasmideo que contém o gene sel-
vVagem URA3', é usada para transformar células,
35 quais s30 entdo cultivadas como indicado. Cada
Ponto preto abaixo representa um tnico clone cres-
cendo em uma placa de Petri. Quais sdo as diferen-
§3s moleculares entre os clones crescendo nas duas
m_mnm.m.v Como os resultados podem ser usados para
identificar o plasmideo que contém uma cdpia do
Bene X selyagem? Baseando-se nesses resultados,
€0mo pode 3 identidade do gene X ser descoberta?

Cresgj -
M...e_.w: eNt0 2 23°C em meio Crescimento a 32°C em meio
Provido de uracila desprovido de uracila
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c. DNA é extraido das células parentais, das células
X e das células Y. Iniciadores para PCR sdo usa-
dos para amplificar o gene codificando X em ambas
as células parental e células X. Os iniciadores sao
complementares a regides do DNA que flanqueiam
o gene codificando X. Os resultados da PCR sdo

apresentados no gel & direita. O que pode ser de-
duzido sobre a mutagdo no gene X a partir desses
dados?

Parental X Y Parental X
Southern PCR

d. Um construto do gene selvagem X é projetado
para codificar uma proteina de fusdo na qual a pro-
teina fluorescente verde (GFP) esta presente na por-
¢do N-terminal (GFP-X) ou C-terminal (X-GFP) da
proteina X. Ambos os construtos, presentes em um
plasmideo URA3", sdo usados para transformar cé-
lulas X crescidas na auséncia de uracila. As trans-
formantes s@o, entdo, monitoradas durante o cresci-
mento a 32°C, mostrado abaixo a esquerda. A direita
estdo imagens fluorescentes tipicas de células X-GFP
e GFP-X crescidas a 23°C nas quais a cor verde de-
nota a presenga da proteina fluorescente verde. Que
explicagdo sensata pode haver para o crescimento de
células GFP-X, mas nio de X-GFP, a 32°C?

Nucleo
q Célula GFP-X

‘J Célula X-GFP

X-GFP
Crescimento a 32°C

Localizagdo da GFP em
células crescidas a 23°C

e. Descendentes haploides das células diploides da
parte (a) sao geradas. Mutantes duplos XY consti-
tuem % destes descendentes. Células X e Y haploi-
des, e células XY em cultivo liquido sdo sincroniza-
das em um estdgio logo antes do brotamento e entdo
passadas de 23°C para 32°C. O exame das células
24 horas depois revela que as células X pararam de
proliferar com pequenos brotamentos, as células Y
pararam de proliferar com grandes brotamentos, e
as células XY pararam de proliferar com pequenos
brotamentos. Qual é a relagdo entre X e Y?
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m capitulos anteriores, foi discutido como a estru-
tura e a composigio das proteinas permitem que
“=clas desempenhem uma grande variedade de fun-
Mwmmnmw_____»_.mm. Também foi visto outro componente vital
in mo_.s” as, os u.nmn_om ::n_n_nom € 0 processo mn_o @:m._ a
em Eoﬁnmo codificada na sequéncia de DNA é :macsam
oDNA M_zn. meﬂw nmvmn:_o. 10550 foco .=o<m5m.:ﬂm sera
asa as proteinas, 4 medida que serdo consideradas
gan, __uQm:m:num dos genomas eucaridticos nuclear e or-
a&maﬂ—.wm\mm_‘mns_.ammmm dos genes e de outras sequén-
Proteinas que compdem o genoma e o modo como as
da gl 1 CStruturam e organizam este DNA no interior
GElyla,

QNSMMHMV:%_O do mmnc_w Xwnr foi completado o mnncn%.
rﬁaammnh genomas inteiros de centenas de virus, de
Visge, Atual € um eucarioto unicelular, a _miﬁcnn S. cere-
foj determ; mente, a maior parte da sequéncia genomica
tal mm:ﬁ_am:w,n_m também na levedura S. Na‘.:eﬁ no vege-
Multice] 1z o P%EEEN«:.Q arroz e em multiplos animas
Clegang :m_.mw (metazoarios), inclusive no nematédeo C.
dongos = Mmosca-da-fruta D. melanogaster, em camun-
»€M humanos ¢ pelo menos em um representante
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de cada um dos cerca de 35 filos de metazodrios. A anali-
se detalhada dos dados obtidos pelo sequenciamento re-
velou aspectos sobre a evolugio, organizagao gendmica
e fungdo génica. Além disso, permitiu identificar genes
previamente desconhecidos e estimar o nimero total de
genes que codificam proteinas em cada genoma. Compa-
ragOes entre sequéncias génicas normalmente fornecem
indicagGes para possiveis fungoes dos genes recém-iden-
tificados. A comparagdo das sequéncias gendmicas e sua
organizagdo entre espécies também auxilia a compreen-
sdo da evolugio dos organismos.

Surpreendentemente, o sequenciamento de DNA re-
velou que uma grande proporgdo do genoma de eucario-
tos superiores nio codifica mRNAs ou qualquer outro
RNA necessirio ao organismo. E notdvel que este DNA
ndo codificante constitui cerca de 98,5% do DNA cro-
mossémico humano! O DNA nio codificante presente
nos organismos multicelulares contém diversas regices
semelhantes, mas ndo idénticas. As variagoes nas por¢oes
desses DNAs repetitivos entre individuos sdo tdo impres-
sionantes que cada pessoa pode ser distinguida por uma
“impressdo digital” de DNA baseada nas variacdes dessas
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