ENZIMAS

><Endonucleasas de restriccion

> Metilasas

»ADN Ligasas establece enlaces covalentes (fosfodiester) {
el ADN (muy util en Ingenieria Genética).

»Taq polimerasa: ADN polimerasa que necesita cebadores
oligonucleotidos para polimerizar ADN. (Necesaria @ra la

técnica de PCR)




ENZIMAS

»Transcriptasa Reversa:Sintetiza ADN copia o
complementario a partir de ARN (Muy util en I.G).

»Fragmento Klenow: ADN polimerasa | de E.coli (tiene
accion polimerasa 5»3 sobre ADN monocatenario (Se
utiliza en secuenciacion del ADN).

»Nucleasa Sl1endonucleasa que actua sobre ADN
monocatenario (Muy util en 1.G).




ENZIMAS DE RESTRICCION (E.R) ¥
1970 — Aislamiento de la primer E.R del Haemophilusmfluenzae
Hidrolizan el enlace fosfodiéster en el esquelettaccadena de ADN

TIPOS

TIPO I y lll: Reconocen una secuencia especifica y

cortan a una distancia de varios nucleotidos a partdel
punto de reconocimiento.

Poco utiles para crear ADN recombinante.

TIPO Il: Reconocen secuencias especificas (4-7
nucleotidos) Generalmente secuencias palindromicas

Muy utiles para crear ADN recombinante.




EL NUMERO DE CORTES QUE PUEDE HACER UNA ENZIMA DE
RESTRICCION EN UN FRAGMENTO DE ADN DEPENDE DEL
TAMANO DEL ADN, DE SU SECUENCIA Y DEL NUMERO DE
PARES DE BASES DE LA SECUENCIA DE RECONOCIMIENTO DE
LA ENZIMA

L
'\ Generan mayor n° de fragmentos a menor n° de

nucledtidos en la secuencia de reconocimiento.




TIPO DE CORTES

»TERMINALES 5" PROTUBERANTES (EXTREMO PEGAJOSO)
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Tabla 15.2  Algunas endonucleasas de restriccion y sus secuencias de reconocimiento

Enzima Fuente microbiana Secuencia®

|
Aful Arthrobacter Tuteus 5S—AG—C—T-F
3—T (.'—T—(}—A—‘S'

¥ :
BamHI Bacillus amvloliguefaciens H 5—G—G6—-A—-TC—C-3
g = e o ) T N
t

i
Escherichia coli 5'—G—A— A T—T—(C 3
I C—T—T—A—A—G—5'
T

l
Escherichia coli 5—C—C—T- G GC—73
I G—G h—(‘—FTﬁ'

4
Haemophilus aegvprius o - R (SO o, S
L —{T G—G—5'

|
Haemophilus influenzae b S5—A—A—G—C—-T—T—3
I—T—T—C U-—r"LTA—ﬁ'

|
Providencia stuartii 5—C—T-—G—C—AG 3
3 UT:"\—C—G—-'I' —5

!
Streptomyces albus 5'—G—T—C—G—A—C—3
3—C -—A—G—C—TTG -5

"Las flechas indican los sitios de escisidn en cada cadena







ACCION DE “TIJERA” O CORTE DE LA E.R AL
RECONOCER LA SECUENCIA ESPECIFICA




MAPAS DE RESTRICCION

Mezcla de fragmentos
'\ de ADN Niimero de

| pares de bases
L

Los fragmentos grandes
se mueven lentamente 350
en el campo eléctrico 320

270
150

Los fragmentos pequefios
5 mMueven
rapidamente

Gel al comienzo Gel al firnal




Enzimas Metilasas

EMNZIMA +

AL EMNCSIEMET ILMNINA

CITOSIMA S-METILGITOSIMA




GEN NO METILADO (ACTIVO, SE EXPRESA)




VECTORES

® PLASMIDOS
(HASTA 3KB)

el Sranedernaaia

IDEAL:
- Elementos de control (Multicopias)
- Genes de Resistencia a antibioticos

—>Poseer secuencias de ADN gue si se sacan y suséitugo se ve
afectada su estabilidad ni replicacion.

—->No movilizables de una bacteria a otra. (seguridad)

—>Poseen varios sitios de reconocimiento para enzimds
restriccion.




OPLASMIDO

EcoRV 185

Nhel 229
Scal 3846 BamHI 375

Pvul 3735 " Sphl 562
Pstl 3609 _ Sall 651

Eagl 939
Nrul 972
BspMI 1063

Ppal 3435



Corte del plasmido con enzimas de restriccion

Fasmdo
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EcaRl




vectores

® BACTERIOFAGOS
FAGO LAMBDA
FAGO M13

Fagos portadores de
genes del donante



VECTORES

© COSMIDOS
(HASTA 40-45 KB)

O® TRANSPOSONES

©® YACs (CROMOSOMAS ARTIFICIALES DE LEVADURA)
(HASTA 100KB)

® BAC (CROMOSOMAS ARTIFICIALES DE BACTERIAS)
(MAS DE 100KB)




SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Segmento de ADN o ARN marcado en un extremo con sfidro
radiactivo o un fluorocromo u otra sustancia que pemite su
identificacion
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Tecnologia del ADN
Recombinante

Ingenieria Genética
Clonacion génica

La ingenieria genética puede definirse

como un conjunto de técnicas, nacidas

de la Biologia molecular, que permiten
manipular el genoma de un ser vivo.




PASOS PARA CLONAR UN GEN

AISLAMIENTO DEL ARNm

DEL ORGANISMO DONANTE

!

FORMACION DEL ADNc (ADN copia o
complementario)

Enzima Transcriptasa Inversa (TT)

ARNm = ADNc
|




!

}( CORTAR EL ADNc Y EL ADN VECTOR

(Vector genético) con la misma enzima de
restriccion

d)

/

| (ej. Plasmido) |

Union del ADNc con el Vector genético

( Utilizando enzimas como las ADN ligasas)
e) ]

Formacion del/ ADN recombinante




|

INTRODUCCION DEL ADN recombinante en un
organismo huesped que permita su propagacion
(EJ. Bacterias)

|

Seleccion de las células huesped (clones) que
g) recibieron al ADN recombinante

|

Seleccion de los clones positivos que esten
h) expresando la proteina de interes codificada
por el gen clonado




Fragmentacion de
ADNCc

Con extremos pegajosos

Endonucleasas de
restriccion Tipo |

ADN
recombinante

SAATBGCELC
FTTACCECECTTA

AATTCEEGCATTCS
BLCCGTAAGS




ADN VECTOR ji8 ] e ADN viajero o

ADN ‘
recombinante 3

. -, /28 ADNr= ADNc +ADNvector




Observacion por microscopia electrénica de la forn@on
del ADNr
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Sitios de restriccion
DNA donante —

Fragmentos
de restriccion

Amplificacion del material

Vector recombinante con
el inserto 1

Genético recombinante en
bacterias

oL

Genoma

Transformacion .
bacteriano

Replicacién,
amplificacion y
division celular

Clon del
fragmento
donante 1




GENOTECA UTILIZANDO FAGOS COMO VECTORES

DNA genémico

_Sitios Sau3A

Digestion parcial con Sau3A
44 (compatible con BamH1)

45 kb
BamHI BamHI

v

———

Bacteriofago A (vector)

Digestion con BamH|

Aislamiento de los brazos
derecho e izquierdo

Aislamiento de
fragmentos de 15 kb

Eliminacion de los
fragmentos de tamafo

Digestion de
algunos de los

sitios Sau3A Brazo

derecho

Brazo
izquierdo

Ligacion
superior o inferior

Concatémero de muchos
fagos A recombinantes

-

15 kb de DNA
gendmico

Figura 10-7

Clonacién en el fago 4.

Digestion in vitro
7 del concatémero

1

|

Empaquetamiento en fagos

Genoteca
il de DNA
Infeccion genomico

< ; de E. coli

. Calvas

Escrutinio de la genoteca utilizando
un acido nucleico como sonda




GEN DE LA SOMATOSTATINA
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VACUNA DISTEMPER CANINO

== \/gcuna recombitek

Linfocitos
~ (Defensa)




TECNOLOGIA DEL ADNFr

BIOTECNOLOGIA

< UTILIZACION DE MICRORGANISMOS VIVOS EN
PROCESOS INDUSTRIALES

< UTILIZACION DE LAS TECNICAS DE CLONACION
DE ADN PARA CONTROLAR O AUMENTAR LA
SINTESIS DE UN PRODUCTO METABOLICO

= MODIFICAR LAS PROPIEDADES DE UN
ORGANISMO HUESPED.




APLICACIONES DE LA TECNOLOGIA DEL
ADNr

PRODUCCION DE GRANDES CANTIDADES
DE UNA MOLECULA PROTEICA

LENZIMAS MICROBIANAS

LHORMONAS: INSULINA, HORMONA DEL
CRECIMIENTO, FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO.

AANTIGENOS VIRALES O BACTERIANOS: ej FIEBRE
AFTOSA, DISTEMPER CANINO, SALMONELAS, IBR




APLICACIONES DE LA TECNOLOGIA DEL
ADNPr

PRODUCCION DE SONDAS DE ADN

EIDIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
HEREDITARIAS.

MEDICINA FORENSE

SIDETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A
ENFERMEDADES.




Tabla 154  Algunos péptidos y proteinas hurmanos
sintetizados mediame ingenieria
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Era de la
transgenesis animal




ANIMAL TRANSGENICO
DEFINICION:
ORGANISMO EUCARIOTA AL

CUAL SE LE INTRODUCE
MATERIAL GENETICO FORANEO
(EXTRANO)




CONSTRUCCION GENETICA O
TRANSGEN

Promotor ovino de la
B-lactoglobulina

cDNA de o slantitripsina
humano

Indicara gue la expresion del gen mera la projeina gue se exprese y
tendra Jugar en glindula mamazia excrete en glandula mamaria,




¢, Qué puede suceder con la construccion genética o
transgen en el genoma de las células?

GENOMA DE LAS CELULAS

Zona del genoma
e donde lo queremos
insertar

Gen de interés
o secuencia no codificante
jue gueremos introducir.

CONSTRUCCION GENETICA

Recombinacion
en las zonas homélogas.

GENOMA DE LAS CELULASR

Gen de interés
0 secuencia no codificanie
que querenos introducir.

Zona del senoma
donde I queremos
S| far

CONSTRUCCION GENETICA




Tecnicas
de

transgenesis




1974 Mezclar células de cepas de ratones distintos 'f:
(obtencion de quimeras) g~

1976 Introduccion de ADN en embriones de ratdn
utilizando retrovirus

1981 Microinyeccion de ADN en pronucleo de mamiferos en
citoplasma de peces.

Otras técnicas : BIOLISTICA (pistola de genes)
ELECTROPORACION
USO DE ESPERMATOZOIDES VECTORES

Espermatozoides vectores




UTILIZACION DE CELULAS “ES” o Celulas
embrionarias indiferenciadas

A la células“ES” se les introduce la
construccion transgénica

Celulas B e
la micropipeta
de ityyeccidn

Boton embrionatrio
del hlastoecisto de
tatot.




- )}
INTRODUCCION DEL GEN Y

CRECIMIENTO DE RATAS Ratones transgénicos
gigantes

TECNICA

Microinyeccion de genes

=




Aplicacion
age la
Transgenesis Animal

Utilizacion de roedores transgénicos portadores
del gen que codifica para proteina humana de
acumulacion cerebral

Pruebas de nuevas
Mal de terapias contra este

: mal en las roedores
Alzheimer transgénicos




Mutagénesis dirigida
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GEN HOX-A-3 (genes del control dea
transformacion de una estructura del cuerpo en ¢




MUTACION DIRIGIDA DE GENES (GEN Int-2)

CREACION DE RATONES “knockout” organismo
genéticamente modificados para que uno 0 mas de s
genes estén inactivados




MUTACION DIRIGIDA DE GENES (GEN Int-2)

CREACION DE RATONES “knock-in"
organismo geneticamente modificado al cual se le he

reemplazado un gen normal por uno alterado con un
mutaciones especifica




Toro Herman

4

GEN DE LA > Preparados lacteos para

PROTEINA bebes prematuros
LACTOFERINA

» Enfermos con
tratamiento quimioterapico




Mejora
de
produccion

<

Mejora resistencia a
enfermedades




XENOTRASPLANTES

o ki
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r

Injertos de 6rganos
animales en humanos

Creacion de Animales
Inmunologicamente compatibles con
humanos




Andi:

Inserted DNA @ B\t | el primer

2001 » | mono
experimento "

=>224 ovulos de macaco

transgenico

- inserto: gen de medusa (codifica para una
proteina que emite fluorescencia)

=> Solo se generan y prosperan 40 embriones
= 5 terminan en embarazo
=> nacen 3 macacos

= solo ANDi presenta la huella del gen fordneo de
medusa




supresion de lactosa

de la leche

Modificacion de la leche
para cosumo humano

Aislamiento Genes

Proteinas de la Leche




BIORREACTORES O
ANIMALES FABRICAS

Instrumentos muy utiles

1. Instituto Roslin (Edinburgo):

http://www.roslin.ac.uk/research/transgenics.html




