Ingenieria genética conjunto de técnicas, nacidas de la biologia molecular,

que permiten manipular el genoma de un ser vivo
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Las bacterias se pueden transformar con DNA recombinante : Transformacion

’ Clonar significa hacer copias idénticas: CLON ) Seleccién de colonias en la célula huesped: gen resistencia a antibiético (AmpR)

© Incorporacién de DNA en vectores plasmidicos ("in vivo") a un siste DNA clonado
celular que permita su replicacion
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La PCR permite amplificar DNAs que codifican proteinas o péptidos especificos
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Produccion de grandes cantidades de un segmento de DNA purificado

© Cudndo producir de las moléculas recombinantes

m=) PRODUCCION ESCASA

Niveles Bajos de sintesis (Interferdn)
Material bioldgico escaso (Inmunoglobulinas y
citoquinas)
Inestabilidad /n vivo
Alto polimorfismo (alergenos)
m=) PRODUCCION DE PROTEINAS NO NATURALES

Mutantes (quimeras, anticuerpos humanizados)
Fragmentos peptidicos

) ESTUDIOS FUNCIONALES IN VIVO

Plantas y animales trasgénicos
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Proteina Proteina desplegada

R %%

Proteina

Bacterias, levaduras, cels insectos, plantas

Diferente calidad de la estructura de la proteina

Formas de expresion de la proteina
Intracelular o extracelular

Proteina libre o proteina de fusidn
Proteina-GST

R - &

Proteina
mutante

Facilidad de deteccién y aislamiento

Naturaleza del producto de expresion
Proteina completa, fragmentos, mutantes
Diferentes usos

Proteina Péptidos



Sistemas de expresion
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mm) Plantas mono y dicotiledéneas



Etapas en la produccion de proteinas recombinantes
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mm) Intracelular (grandes cantidades, insoluble)
Proteina de fusion

(]
¥ ¥ ¢ 9 -
Induccion \$° eo\o @ &0 A Proteina-GST ¥ B
& & go\ J .
trombina e
L EET T B
R ,
=E: Proteinas de
— =FE =8 la bacteria
' ~3 - ——
— e
%
- .‘,0

Azul Coomassie Policlonal

mm) Extracelular (solubilidad, poca cantidad, previene proteolisis)

Plasma membrane

Secrecion (periplasmd)
Excrecion (medio de cultivo)

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm
Flagella

Cell wall

Ribosomes

Flagelia o0
Excrecion proteina interés




Andlisis del plegamiento de proteinas recombinantes
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Andlisis del DNA: proyecto "genoma”

Desde 1980....Human Gene Mapping (HGM)
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Posiciones de 58 marcadores
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Andlisis de hibridacién con sondas de DNA y RNA fluorescente: PATRONES DE EXPRESION DE GENES

duplicado, y en conju'n'ros g

mRNA
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cDNA
: : : i DNA A o
- — microarray rra e protelnas
chip de silicio 18 x 18 mm e
6400 puntos — 6400 genes de levadura
v
Hibridacién con sonda verde—» oocito 1. andlisis de expresién génica de
Hibridacién con sonda roja - ' embridn un genoma en determinadas condiciones

. ; : ’ 2. Deteccién de mutaciones
deteccion microscopio de barrido confocal 3. Mapeo genético



Produccidn de nuevos productos recombinantes utilizados en medicine

Product category

Examples/uses

Anticoagulants

Blood factors

Colony stimulating factors
Erythropoietin
Growth factors

Human growth hormone
Human insulin
Interferons

Interleukins

I}

Maonoclonal antibodies

Superoxide dismutase

=f) Vaccines

Tissue plasminogen activator (TPA) activates plasmin, an enzyme invelved in
dissalving clots; effective in treating heart attack victims.

Factor VII1 promotes clotting and is deficient in hemophiliacs; use of factor VIII
p by inant DNA gy eliminates infection risks associated
with blood transfusions.

Immune system growth factors that stimulate leukocyte production; used to treat
immune deficiencies and to fight infections.

Stimulates erythrocyte production; used to treat anemia in patients with kidney
disease.

Stimulate differentiation and growth of various cell types; used to promote
wound healing.

Used to treat dwarfism.

Used to treat diabetes.

Interfere with viral reproduction; used to treat some cancers.

Activate and stimulate different classes of leukocytes; possible uses in treating
wounds, HIV infection, cancer, and immune deficiencies,

Extraordinary binding specificity is used in: diagnostic tests; targeted transport
(of drugs, toxins, or radioactive compounds to tumors as a cancer therapy);
many other applications.

Prevents tissue damage from reactive oxygen species when tissues briefly
deprived of O during surgery suddenly have blood flow restored.

Proteins derived from viral coats are as effective in “priming” an immune system
as the killed virus more traditionally used for vaccines, but are safer; first
developed was the vaccine for hepatitis B.
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Transferencia de genes a animales: ANIMALES TRANSGENICOS
Utilizacién de estos modelos en TERAPIA GENICA

RNA del virus del
mosaico del tabaco (TMV) Emmm

L} 1
Vector T-DNA

» | CDNA de la proteina

ligacion de la cubierta
1

Promotor CaMV__ £~ 5 i
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transferencia del gen que 3
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2. Anticuerpos "humanizados" retienen actividad pero pierden inmunogenicidad

Ingenieria de anticuerpos

MAD raton Ab quimérico  Ab humanizado (@)  Regiones constantes y variables de la Ig de ratén

CDRs de ratén

(b) Regiones constantes humanas, regiones variables
Y CDRs de ratén

Célula T citotdxica
causa la lisis de la célula tumoral

(c) - Regiones constantes y variables humanas, CDRs

© de ratén

Disefio de moléculas bifuncionales
(inmunotoxinas): nuevas terapias utilizando mAb



