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Asma Bronquica

Introducao

Clonagem Posicional

Existem duas formas para a identificacdo de genes.

1. Uma inicia-se com uma proteina conhecida, determina-se a sequéncia de aminoacidos e se empregam estas
informacgdes para isolar o gene.

2. A outra identifica genes por sua posi¢cdo no genoma (Clonagem Posicional).

A clonagem posicional é uma estratégia utilizada para identificar genes e sua posicdo relativa no genoma e o seu produto
protéico. A clonagem posicional ndo necessita de nenhum conhecimento prévio da fungdo do gene. A clonagem posicional
baseia-se apenas na localizacdo cromossémica do gene.

Essencialmente, envolve o "screening"” de todo o DNA, analisado cuidadosamente através de milhares de fragmentos de
DNA. Sao necessarias duas instancias para mapear genes de uma doenca:

1. Um ndmero suficiente de familias, com a doenca bem documentada, para estabelecer a »_ligacdo (linkage) e,

2. Marcadores genéticos adequados de DNA.

A segunda exigéncia pode ser encontrada com relativa facilidade na atualidade pois, o projeto humano do genoma
identificou milhares de marcadores Uteis do DNA. Uma vez identificadas as familias, os investigadores determinam se as
pessoas doentes na familia apresentam seqiiéncias particulares de DNA em posi¢cOes especificas, ndo encontradas nos
seus membros saudaveis. Este processo é feito através da coleta de sangue (10 ml) dos membros da familia, da analise
genética dos marcadores de DNA, através de técnicas que utilizam a PCR (polymerase chain reaction) e analises de
sequUenciamentos automatizadas de genes entre os membros doentes e saudaveis da familia, através de maquinas
computadorizadas com potente capacidade em "bioinformatica".

Assim um mapeamento genético de ligacao revelara quais genes sdo 0s principais suspeitos e a sequéncia dos mesmos
que poderé ser entdo analisada diretamente em pacientes individuais.

Um marcador particular do DNA é correlacionado a doenca (linked) se, em geral, membros da familia com certos
nucleotideos no marcador sempre apresentam a doenca e membros da familia com outros nucleotideos no marcador néo
apresentam a doenga.
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clonada através de uma variedade de vetores de Clones
clonagem, como por exemplo, o YAC, abreviatura em

inglés para yeast artificial chromosomes

(cromossomomo artificial de levedura). Eatic s e S AP

Os vetores que contém fragmentos do DNA da regido de interesse sao isolados verificando-os para ver se ha a presenca
dos marcadores polimorficos para lécus de ligagédo. Estes fragmentos contribuem para um mapa genético da regido
chamada de contig de YAC. A ordem dos clones é definida por pequenas seqiiéncias de DNA, chamadas de STS
(sequence-tagged site). Tendo-se construido um contig, os genes podem ser isolados por uma variedade de métodos: p.
ex: 0 YACs que mapeia a regido de interesse pode ser rotulado com radioatividade e usado diretamente como sonda para
a analise das bibliotecas de DNA complementar (cDNA).
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