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1. INTRODUCCIO

Si bé en els cursos de Bioguimica i Biologia Molecular i Genomica gran part de
l'esforg es concentra en transmetre informacié6 sobre la composicid, funcié i
transformaci6 de les principals molécules que integren els éssers vius, en els cursos
d’especialitzaci6 o avangats es procurara activar la capacitat dels estudiants en aplicar
els coneixements, técniques i processos de raonament derivats de la Bioquimica, a les
diferents opcions del seu futur professional.

2. OBJECTIUS

L'objectiu de I'assignatura és presentar les técniques més avangades de manipulacié
del DNA, i l'aplicaci6 d'aquestes técniques en l'estudi de processos biologics,
biotecnologics i relacionats amb la sanitat. Es pretén que, un cop cursada
I'assignatura, l'alumne pugui accedir i comprendre els avengos que dia a dia es
produeixen en el coneixement biologic utilitzant la tecnologia del DNA recombinant. El
programa teoric que aqui s'adjunta ha estat elaborat amb I'anim d'oferir una visidé
avangada de la tecnologia del DNA recombinant, i s'ha fet sobre la base que I'alumne
ja té coneixements de Bioquimica general i de Biologia Moiecular.

3. PROGRAMA
Lligons teoriques

1. Tecnologia del DNA recombinant. Enzims utilitzats en la manipulacié del DNA:
enzims de restriccid, polimerases, quinases, ligases i nucleases. Preparacio i analisi
del DNA Sequenciaci® de DNA. Programas de analisis de seqiéncia de DNA 6
proteines. Construcci6 de molécules hibrides de DNA. Transformacié de cél-lules
procariotes.. Esquelet d'un Vector. Técniques d'hibridacié. Les sondes com a
estratégia en l'estudi de seqiéncies especifiques de DNA. Analisi massiva de
I'expressio genica: DNA arrays, DNA chips.

2. Técniques i aplicacié6 avangada de PCR. PCR a partir d'mRNA (RT-PCR).
Descontaminacié amb uracil DNA glucosidasa. Us de PCR en la determinacio
d'infeccions virals o bacterianes (NESTED PCR). Aillament de cDNA per PCR (RACE,
SMART RACE). PCR quantitatiu a temps real (TagMan). L'is del PCR en I'analisi
massiva de la expressié génica (SAGE, TOGA). Metodes isotérmics d’amplificacio
(NASBA).

3. Clonatge de gens. Vectors de clonatge. Construccié de bancs de DNA genomic i
de cDNA. Estratégies de clonatge. Hibridacié diferencial. Subtraccid de bancs i
sondes. Anticossos amb sonda. Sistemes two-hybrid Clonatge per expressio. In silico
cloning



4. Mutagénesi. Mutagénesi in vitro com a eina per estudiar I'expressidé génica.
Mutacions per inserci6. Mutacions per delecidé. Analisi de promotors mitjangant
mutagenesi. Substitucions a I'atzar de nucledtids per modificacié quimica. Mutagénesi
dirigida mitjangant oligonucleotids. Mutagénesi per cassets d'oligonuclectids. La
técnica de la PCR aplicada a la mutagenesi: Overlapping extension.

5. Transfeccio i seleccié de gens en cél-lules de mamifers. Les linies cel-lulars com
a receptores del DNA transfectat. Métodes de transfeccié: fosfat calcic, transfeccio
mitjangant liposomes, electroporacio, transfeccié6 mediada per retrovirus. Transfeccions
transitories i estables. Marcadors geénics seleccionables. Cotransfeccions.
L'amplificacié génica com a métode d'incrementar I'expressié proteica. RNA antisentit i
oligonucleotids antisentit.

6. Analisi de la funcié génica mitjangant la utilitzacié6 d'animals transgenics.
Obtencio d'animals transgénics per microinjeccié. Cél.lules pluripotencials. Expressio
transgeénica tissular especifica. Recombinacié homologa. Knock out de gens i efectes
de la pérdua de la funcié génica. El sistema Cre-lox. Knock in. Animals transgencis
com a model per estudiar malalties en els humans.

7. Enginyeria genética en plantes. Obtenci® de plantes transgéniques:
Agrobacterium tumefaciens i el plasmidi Ti. Altres métodes de transformacio:
microbombardeig, vectors virals, i transformacié de plastidis. Arabidopsis thaliana com
a planta model en genomica. Aplicacions de les plantes transgéniques en recerca i
biotecnologia.

8. Senyalitzacié cel-lular. Estratégies d’'estudi de les rutes de transduccié de la
senyal. Utilitzaci6 de formes actives constitutives i dominants negatives. Técniques
freqientment emprades. Organismes model d’estudi.

9. Terapia Génica. Definicio. terapia génica "in vivo" i "ex vivo". Vectors virals i no
virals.. Terapia génica mitjangant oligonucledtids friplex, antisentit i aptamers.
Ribozims

Seminaris

e Tema 1. Sistemes massius de analisi de l'expressié génica (High throughput
Screening).

e Tema 2. Identificacié i estudi dels gens. El projecte genoma huma.

e Tema 3. Métodes de deteccié de mutacions que afecten a gens humans.

e Tema 4. Protedmica.

o Tema 6. Sistemes utilitzats per I'expressi6 de proteines recombinants.

e Tema 7. Enginyeria metabolica de la biosintesi d'isoprenoides en plantes.

e Tema 8. Determinaci6 dels processos de proliferacié i mort cel-lular.




Tema 9. SELEX. Desenvolupament de farmacs per métodes combinatoris.

4. METODOLOGIA

Classes de teoria. Els alumnes tindran accés al material docent emprat a través dels
dossiers electronics de la UB.

5. AVALUACIO

L'avaluacio6 dels alumnes es realitzara a través d’'un examen tipus test (preguntes de
vertader i fals). A més, s'estimulara als alumnes a la impartici6 de seminaris que seran
valorats individualment per tres professors del Departament.

6. RECOMANACIONS PER CURSAR L’ASSIGNATURA

Es recomana haver cursat préviament les assignatures de Bioquimica i Biologia
Molecular i Genomica.
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