DEPARTAMERZOs Jufmica Bioldgica

Nombre de)l cursos ™CURSO SUPERIOR DE INGEWIERI GENETICA™

Cardcter del curso: Dootorads, ampliacién de conocimientos,

actualizacién.

Duracién: 16 semanas

Horas de olases: 10 hs

'Remublu: Ires, Héctor N, Torres, Norberte I, Judewiocsz,
Alberto R, Xormblihtt, Hirtha ¥, Flawid.
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN INGENIERIA GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR (INGEBI)

1.

PROGRAMA DEL CURSO SUPERIOR DE INGENIERIA GENETICA - 1985 -

Introduccidn de acidos nucleicos en bacterias. Conjugacién, transformacién,
transduccién, transfeccidn. Fusidon de protoplastos inducida por ca*, por
PEG, por choque eléctrico (en bacterias y levaduras).

Vectores. Fragmentos de ADN; tamafio, extremidades, proteccion. Liposomas.
Bacteriofagos: temperados (ciclo 1ftico, ciclo Iisogénico),)virulentos,
virus, cosmidos.

Plasmidos. Propiedades generales y asociadas (resistencias a antibidticos,
bacteriocinas, toxinas, fermentacidn). Transferencia: conjugadores, no con-
jugativos, movilizables. Replicacion: relajada, controlada, nimero de copias
amplificacion - disociacion.

Interacciones vector-huésped. Recombinacidén, legitima, ilegitima, dependien-
te o no de huésped. Expresidn. Ejemplo de dependencia de huésped(F'lac en
diferentes gram™, plasmidos de gram™ en gram *). Induccidén zigdética. Res-
puesta SO0S. Adicidn de acidos nucleicos dafiados por uv y reparacidon. Res-
tricecidon. Modificacidon inducida o no por fagos.

Transposones. Elementos de insercidn simple IS. Sitios de integracidn. Se-
cuencias repetidas e invertidas. Transposasas. IS y evolucion. Formacidn
de plasmidos conjugativos de resistencia a drogas. Tn-3, Tn-10, Tn-5, etc.
Fago Mu: mecanismo de integracién; replicacién; ciclo lIitico. El genoma

Mu como transposdn y su utilizacidon en el estudio de genes regulatorios

en bacteria. Modelos de transposicidon. Transposicion en eucariotes.

Clivaje, ligado, modificacion y sintesis "in vitro' de moléculas de DNA.
Nucleasas; diferentes tipos. Endonucleasas de restriccion, diferentes ti-
pos, Yy descripcidon de las mas importantes. Palindromes. Metilacién del DNA.
Ligasas de DNA y RNA; tipos de ligadura; uso preferencial de la enzima de
E.coli y la inducida por el fagocito Th. Defosforilacidn y fosforilacidn

de acidos nucleicos, fosfatasas alcalinas y quinasa de polinucléotidos.
Enzimas polimerizantes del DNA. Transferasa terminal y adicion de cadenas
poliméricas. DNA polimerasa |, actividad polimerizante y actividades nucleo-
Ifticas, fragmentos proteoliticos, ''proof reading', '"'nick translation',
"filling=-in'" y polimerizacién en molde y copia; usos preferentes de la enzi-—
ma y de su fragmento ''grande' (Klenow). DNA polimerasa de Th. Transcrip-
tasa reversa: estructura y caracteristicas. RNAsa H.

Clonado de genes en bacterias. Los plasmidos como vehiculos de clonado, ca-
racteristicas generales, pBR322, plasmidos de la familia pUC, pAT153,
caracteristicas de los huéspedes mas comunes. Los derivados del fago A\ como
vehfculo de clonado; Charon-4; %\tho y AGtl1. Empaque '"in vitro'.
Césmidos. El sistema del fago M13, caracteristicas generales. Huéspedes
bacterianos mas comunes. Estrategias de clonado. Preparacidon de genotecas.
Técnicas para la preparacién de un DNA copia. Insercidon del DNA copia en un
vehiculo de clonado, "blunt-ends', ''sticky-ends'', cadenas homopoliméricas,
linkers, etc. Preparacion de genotecas de DNA copia sin o con expresidon de
funciones. El sistema del fago SP6 para la obtencidon de transcriptos espe-
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN INGENIERIA GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR (INGEBI)

PROGRAMA/2.

8. Seleccién de recombinantes y caracterizacidn. Métodos genéticos, inmuno-
quimicos y por hibridizacion. Aislamiento del gen. Restriccidn y experi=-
mentos shot-gun. Reconocimiento de clones. Seleccion de mRNA y arresto
de la traduccidén "in vitro' con el cDNA clonado.

9. Métodos para la caracterizacién de secuencias génicas. Mapas de restric-
cién. Secuenciacidn del DNA. Métodos de copia de un templado a partir
de "primer' (iniciadores). Método + y -. Ribosustitucidn. Andlisis de
fragmentos cortos. Terminadores de cadena. Uso de dideoxinucledtidos.
Aplicacién a fragmentos clonados en fago M13. Secuenciacidn de transcriptos
reversos de RNA. Secuencias flanqueantes universales. Clonado al azar en
M13 mp7. Método quimico de Maxam y Gilbert.

10. Sintesis de oligodeoxinucléotidos. Métodos de fosfodiéster, fosfotriéster,
y triéster de fosfito. Utilizacién de soporte sdlido. Uso de dimeros. Puri-
ficacidén y caracterizacion de los oligonucléotidos. Uso de genes sintéticos.
Oligonucledtidos como sondas de hibridizacién o iniciadores especificos.
Mutagenesis dirigida mediada por DNA sintético. Oligonucledtidos como
sondas especificas ' para detectar enfermedades congénitas.

11: Expresidn de genes eucaridticos en bacterias. Promotores y terminadores
de la transcripcidén. Sitios de contacto. Regulacidn positiva. Construccion
de vehiculos de clonado y expresién en E.coli. Ej.: vectores pKO, pLG, etc.
Secuencias de reconocimiento del ribosoma. Sec.Shine-Dalgarno. Marco de
lectura. Eficiencia.en transcripcién y traduccion. Vectores pEX. Sefal para
transporte a membrana. Secrecidn y estabilidad de proteinas. Ej: preproqui-
mosina. Clonado y expresion en levaduras. Plasmidos hibridos de levadura y
bacteria. Vectores de transformacién de levaduras. Expresidn de interferén,
renina, etc. en levaduras.

12. Clonado en células eucariotes. Transfeccién de genes en células eucariotes.
Métodos: precipitacidn con (PO )iCh , fusidn de protoplastos, microinyecci on.
Lineas celulares utilizadas. ﬂislaﬁiento de genes transferidos. Transfeccion
de DNA de elevado peso molecular: clonado de genes transformantes.
Vectores virales: SV40, adenovirus, retrovirus. Aplicaciones: estudio de se-
cuencias ENHANCER. Retrovirus como herramientas para el estudio de la dife-
renciacion.

13. Introduccidn de genes heterdlogos en animales. Construccidon de genes por
fusidn. Secuencias reguladoras. Promotor de la metalotioneina. Integracidn
de los genes heterdlogos al DNA cromosdmico. Induccidn de la expresion. Ex-
presién en ratones transgénicos. Metilacion de los nuevos genes. Transmision
hereditaria. Expresién de la hormona de crecimiento. Fusidn: metalotioneina-
hormona de crecimiento humana. Correccion parcial de enfermedades heredita~-

rias.

14, Clonado en plantas. Vectores de transformacion en plantas. Cauliflower Mosaic
virus. Agrobacterium tumefaciens. Estructura del plasmido Ti y sus propieda-
des como vector. Trasnferencia genética a través de fusidon de protoplastos.
Transformacidn en plantas. Expresion de genes bacterianos. Clonado de la
Ribulosa P carboxilasa. Expresidén de los genes en plantas regeneradas. Progenies.
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INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN INGENIERIA GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR (INGEBI)

15.

16.

17.

18.

19.

20.

PROGRAMA/ 3.

Biologia Molecular de la fijacion del nitrégeno. Genes de nodulacidn. Espe-
cificidad. Formacién del bacteroide. Estructura y funcidén. Metabolismo.
Sistema de permeasas. Nitrogenasas. Bioquimica de su funcionamiento. Reque-
rimientos y cofactores. Operdn Nif. Estructura. Genes reguladores. Induccidn
por proteinas responsables de la utilizacién del NH4. Transferencia de los
genes nif. Regulacidn de su expresion. :

Estructura y organizacion de los genes de eucariotes. Secuencias Unicas y re-
petitivas. Métodos para determinar el nimero de copias y la localizacidn
cromosdmica y subcromosdmica de los genes. Genes transcriptos por la RNA po-
limerasa Il. Intrones y exones. Relaciones entre exones y dominios funciona-
les y estructurales de las proteinas. Familias de genes. Pseudogenes. Secuen-
cias "consenso'' para la iniciacion vy terminacién de la transcripcidn. Madu-
racién (splicing) del RNA. Mecanismos de splicing. Papel de los RNA nuclea-

res pequefios. Casos particulares de splicing: splicing autocatalitico en

Tetrahymena; splicing en mitocondrias de levaduras, madurasas. Splicing al-

ternativo y uso diferencial de promotores: alfa amilasa, inmunoglobulinas,
calcitonina, fibronectina y otros casos. Estructura de RNA mensajero. Modi-
ficaciones posttranscripcionales. Pre y pro polipéptidos. Secuencias para
protefnas de exportacidn y de membrana. Poliproteinas.

Inmunoglobulinas: genes esparcidos. Maduracidn de las células B y rearreglo
génico. Produccidn de anticuerpos.

El uso de las técnicas del DNA recombinante en el diagnéstico pre-natal Yy
pre-sintomdtico de enfermedades hereditarias. Enfermedades en las que se
conoce el gen defectuoso: talasemias, anemia falciforme, deficiencia en alfa |
antitripsina, etc. Enfermedades en las que no se conoce el gen defectuoso:
Corea de Huntington, hipertrigliceridemias y otras. Polimorfismos de longi-
tud de fragmentos de restriccidn (RFLP). Consideraciones para una futura
terapia genética. '

Cancer. Andlisis genético de las etapas precoces de la progresion tumoral:
oncogenes. Cromosomas y cancer.

Del huevo al embridn, del embridn al adulto: jerarquia de la expresidon gené-
tica. El aporte de la genética clasica y celular. Genes homedticos. Genes
responsables de funcidn hepatica. Moscas curadas: primer aporte de la tera-
pia génica.

Métodos de estudio tedricos y experimentales. Evolucidn de secuencias codi-
ficantes y de secuencias intercaladas. Secuencias flanqueantes. Familias de
multigenes. El gen de globina. Pseudogenes.
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