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PROGRAMA TEORICO

1. Ingenieria Genética: definiciones y concepto. Enzimas que hidrolizan y/o
modifican a los dcidos nucleicos. Restriccion y modificacion: concepto. Tipos de
endonucleasas de restriccion. Concepto de Palindrome, isoesquizomeros. Distintas clases
de endonucleasas del Tipo II. Métodos para elaborar un mapa de restriccién. Metilasas.
Nucleasas de cadena tinica. DNAsas de cadena doble. DNA ligasas. DNA polimerasa I
reacciones que cataliza y sus funciones. Fragmento de Klenow. "Polymerase Chain
reaction”. El uso de la Taq polimerasa. Otras DNA polimerasas: T4 y T7. Transferasa
terminal. RNA polimerasas. Métodos para la marcacion radioactiva de moléculas de
acidos nucleicos. Marcacion del RNA. Transcriptasa reversa. Preparaciéon de un ¢-DNA:
métodos clasicos, método de la RNAsa H.

2. Hibridizacién de los dcidos nucleicos. Concepto de Rot y Cot. Factores que afectan
la velocidad de hibridizacion. Formulas de aplicacion usual. Procedimientos generales:
hibridizacién en medio liquido y sobre membranas. Tipos de membranas.

3. Concepto de clonado molecular. Elementos en el clonado: fragmento, vector,
huésped, transformacién y seleccién. Fragmento a clonar: diferentes tipos y

origenes. Bancos de genes. Relacion de Clark y Carbon. Transformacién: métodos y
eficiencia. Vectores de clonado en bacterias: eleccion por tamafio de fragmento. Los
plasmidos como vehiculos de clonado. Caracteristicas generales: numero de copias,
replicacién relajada, incompatibilidad, control de la replicacién, funciones "marcadoras”,
sitios tnicos. Plasmidos  inicialmente més utilizados en Ingenierfa  Genética:
pBR322, pATI153 y familia de los pUCs incluido BlueScript. Clonado direccional. Los
derivados del fago A. Mecanismo de empaque. Empaque in vitro. Charon 4A, Agtl0y A
gt11: sus diferentes usos y huéspedes. Estrategias de insercion de fragmentos a clonar.
Cosmidos. El sistema M13: formas replicativas y no replicativas. Caracteristicas del
empaque y de la "placa". Derivados del MI13 como vectores de clonado.
Complementacion intracistronica de la B-galactosidasa, fragmento . Caracteristicas de
un "polylinker". Caracteristicas del huésped. Utilizacion del sistema M13 en la
secuenciacion del DNA y en la generacion de "sondas". Vectores "blueScript". Sistema de
clonado y expresion en fago A. Screening inmunolégico. Preparacion de proteinas de
fusion. Seleccion de anticuerpos especificos.

4. Expresion de genes eucaribticos en bacterias. Promotores y terminadores de la
transcripcion. Sitios de contacto. Regulacion positiva. Construccion de vehiculos de
clonado y expresion en E. coli. Ej.: vectores pKO, pLG, etc. Secuencias de
reconocimiento del ribosoma. Sec. Shine-Dalgarno. Marco de lectura. Eficiencia en
transcripcion y traduccion. Vectores pET. Sefial para transporte de membrana. Secrecion
y estabilidad de proteinas. Ej.: preproquimosina. Clonado y expresiéon en levaduras.
Plasmidos, hibridos de levadura y bacteria. Vectores de transformacién de levaduras
(expresion de interferon, renina, etc., en levaduras).
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S.  Seleccion de recombinantes y caracterizacién. Métodos genéticos y por
hibridizacion. Aislamiento del gen. Restriccion y experimentos shot-gun. Reconocimiento
de clones. Seleccion de mRNA vy arresto de la traduccion in vitro con el cDNA clonado.
Uso de oligonucle6tidos como sondas de hibridizacion.

6. Métodos para la caracterizacion de secuencias gémicas. Mapas de restriccion.
Secuenciacion del DNA. Métodos de copia de un templado a partir del primer
(iniciadores). Terminadores de cadena. Uso de dideoxinucledtidos. Aplicacion de
fragmentos clonados en fago M13. Secuencias flanqueantes universales. Clonado al azar
en M13 mp7. Método quimico de Maxam y Gilbert, de Hohn y Church & Gilbert.
Cyclone. :

7. Estructura y organizacion de los genes de eucariotas. Secuencias Unicas y
repetitivas. Métodos para determinar el nimero de copias y la localizacién cromosdmica y
subcromosomica de los genes. Genes transcriptos por la RNA polimerasa II. Intrones y
exones: métodos para su mapeo. Métodos para determinar los extremos 5'y 3' de los
mRNAs (mapeo con nucleasa S1). Splicing alternativo: su deteccion. Transcriptos de SP6
polimerasa y su uso. Obtencién de cDNA in vivo mediante vectores retrovirales.

8. Transfeccién y expresion en células eucariotas. Cultivo de células eucariotas:
cultivos primarios, lineas celulares, requerimientos. Métodos de transfeccion: precipitacion
con fosfato de calcio, electroporacion, microinyeccion, liposomas, transfeccion mediada
por receptor, virus recombinantes. Transfeccion in vivo por inyeccion directa de DNA.
Expresion transiente vs. estable. Plasmidos como vectores de expresion en células
eucariotas. Genes reporter. Aplicaciones.

9. Terapia génica. Aplicaciones. Enfermedades genéticas monogénicas: fibrosis quistica,
enfermedades metabolicas. Enfermedades adquiridas: cancer, cardiovasculares, virosis.
Metodologia: in vivo, ex vivo. Genes suicidas. Vectores virales: retrovirus, adenovirus,
herpesvirus, lentivirus. Vectores no virales: lipoplex, poliplex, conjugados moleculares.
Terapia y mejoramiento, aspectos €ticos.

10. Sintesis de oligodeoxinucleétidos. Métodos de fosfotriéster y triéster de fosfito.
Purificacién y caracterizacion de los oligonucleotidos. Uso de genes sintéticos.
Mutagénesis dirigida mediada por DNA sintético.

11. Diagnéstico y filiacién. Diagnostico de enfermedades hereditarias. Diagnostico
directo y por ligamiento. Talasemias, anemia falciforme, fibrosis quistica, distrofia
muscular de Duchenne, distrofia miotonica, corea Huntington. Mutaciones puntuales e
hibridacién con oligonucledtidos especificos de alelo (ASO). Mutaciones dinamicas:
amplificacion de tripletes. Anticipacion. RFLP (restriction fragment length
polymorphisms) y ligamiento. Microsatélites y estudios de ligamiento. Estudios de
paternidad y filiacion. Minisatélites de Jeffreys. Sistemas multilocus, multialélicos.
Sistemas unilocus, multialélicos; VNTRs. Uso de microsatélites en estudios de filiacion: tri
y tetra nucledtidos. Estudio de polimorfismos de secuencia en el DNA mitocondrial.
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Diagnostico de enfermedades infecciosas: PCR, RT-PCR, PCR anidada. Determinacion de
carga viral para HCV y HIV-1.

12. Técnicas de amplificacion génica. Reacciones en cadena de la polimerasa (PCR).
Criterios de seleccion de secuencias farget y primers. Variaciones de la técnica: hot start
PCR, pan-handle PCR. PCR-ELISA. PCR cuantitativo: sistemas de PCR competitiva y
tag-man. Métodos alternativos de amplificacion: reaccion en cadena de la ligasa, Q-beta
replicasa, NASBA, Branched-DNA. Aplicacion de estas metodologias al clonado y al
diagnostico. '

13. Proyecto Genoma Humano y la época post-genémica. Mapa genético y mapa fisico
del genoma humano. Marcadores genéticos. Su uso en la construccion de mapas. Su
importancia en la secuenciacion de un genoma. El concepto del enfoque genoma total vs.
genoma de cada cromosoma. Secuenciacion shot-gun de genomas bacterianos. Su
aplicacion al genoma humano. El mapa fisico es innecesario?. Y después de la secuencia,
qué?. La era post-genomica. Proteoma y networking. Otros desarrollos post-genoémicos.

14. Animales transgénicos. Técnicas de transferencia de DNA. Construccion de genes
por fusion. Secuencias reguladoras. Promotores generales y especificos. Metalotioneina.
Integracion de genes heterologos al DNA cromosomico. Induccion de la expresion.
Ratones transgénicos. Transmision hereditaria. Expresion del gen de la hormona de
crecimiento. Promotores. Regulacion. Integracion. Analisis del DNA, RNA, proteinas de
fusion. Mecanismos de regulacion. Correccion parcial de enfermedades hereditarias:
enanismo, anemias, hipercolesterolemias, thyl-elastasa, antigenos SV40, cmyc, cfos, o-
fetoproteinas, insulina, y y [B-globina, protamina, [-lactoglobulina, esterilidad, etc.
Correccion y obtencion de mutantes. Farmer genes. Produccion de proteinas humanas en
animales transgénicos. Sistema Cre-loxP. Recombinacién homologa. Knock out.

15. Técnicas de transformacion vegetal. Eleccion de sistemas de transformacion.
Sistemas basados en Agrobacterium. Vectores de cointegracion y vectores binarios.
Procedimientos de cocultivo y eleccion de explantos. Transformacion in vivo mediante
infiltracion con Agrobacterium. Genes de seleccion y genes reporteros. Utilizacion de
Agrobacterium como sistema de “gene tagging”.

16. Sistemas de transferencia directa de genes. Transformacion de protoplastos
mediante métodos quimicos o electroporacion. Bombardeo con microproyectiles
(biobalistica). Electroporacion de tejidos organizados. Otros métodos. Sistemas de
transferencia de genes basados en virus vegetales. Caulimovirus, geminivirus y virus a
RNA de simple cadena como vectores de transformacioén. Limitaciones y ventajas de los
virus vegetales como vectores de expresion. Agroinfeccion.

17. Silenciamiento génico: influencia del entorno gendmico, localizacion cromosomica.
Silenciamiento dependiente de homologia de secuencias, deteccion del DNA extrafio,
inactivacion. Silenciamiento postranscripcional, cosupresion.
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18. Uso de levaduras en Ingenieria Genética: Sistema de doble hibrido.

* Caracteristicas generales de Saccharomyces cerevisiae. Trnscripcion de levaduras.

Fundamentos del sistema de doble hibrido. Vectores. Genes reporteros. Control de
especificidad. Usos del sistema de doble hibrido. Distintos sistemas de doble hibrido.

19. Bioinformitica. Busquedas en las principales bases de datos. Alineamientos y
bisquedas de secuencias. Clasificacion de proteinas y asignacién funcional. Analisis
filogenético y genomica comparativa. “Microarrays” y gendmica funcional.

PROGRAMA PRACTICO

Utilizacion de sistema de dos hibridos en levaduras para estudiar la interaccion proteina-

proteina:

1- Subclonado inserto en plasmido de levadura. Hacer placas de levaduras para
transformacion. Numeros de la ligada.

2- Ligacion (6 hrs a RT). Transformacion de E. coli. Ligacion, transformacion, PCR.

3- Seleccion por PCR de recombinantes. Cultivos ON de transformantes. Secuenciacion,
transformacion de levaduras.

4- Minipreps. Secuenciacion por PCR. Armado geles de secuencia. Cultivo ON de
levadura en YPD.

5- Corrida del gel de secuencia. Transformacion de levaduras. Dos hibridos.

6- Lectura de secuencia. Placas de levadura recombinantes: replica plating en His-. Filtro
de B-gal. Cultivo liquido (24 hrs) para ensayo PB-gal. Inmunoprecipitacion, geles,
western blot.

7- Cultivo liquido: ensayo B-gal. Obtencion de extractos proteicos. Inmunoprecipitacion.
Corrida de geles de SDS-PAGE.

8- Western blot de la inmunoprecipitacion.

9- Conclusiones generales.
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