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Como que células tronco diferenciam?

BMC 0132
BMH5769

EMBRIOLOGIA MOLECULAR

You know, when | was a litHe stem cell
| didnt know what | wanted to be either.

Existe alguma conservagéo evolutiva dos processos embrionarios?

earliest reptile
earliest bird

earllest mammal

O que interessa ao embriologista?

1. De onde as células vém?
e PARA ONDE v&0?

musc

82

Tubule cell

2. O que estas células PODEM

887

ser?

T 3. QUANDQO elas decidem o

que vao ser?

BRI e @i

4. COMO ocorre esta decisao?
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Ambiente e Especiacao (ECO-Devo)
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http://tinyurl.com/embriomol

‘Aula tobrica OBJETVOS o praics

Estrutura 6o curso.
M 5o comparativa das diferentes diivagens.
Experimentos em Ourio

Material da Pratica

05103 W | Apresentagto docurso; (Civagem) Expri Xen

12/03 T Gastrulago aspectos morfolgicos (indluir drosophila).

= PR e e v s e & Ot ! °« 2 pingas de re|oj0eiro tamanho 5
= e oot ' « 1 tesoura de manicure

= i e — - * ROTEIRO de aulas praticas
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REGRAS A SEREM CUMPRIDAS NAS AULAS PRATICAS http://tinyurl.com/embriomol

‘Aula tobrica OBJETVOS @ praics
Estrtura 6o curso.
Moriogénese comparativa das diferentes diivagens.

O CUMPRIMENTO DESTAS REGRAS E OBRIGATORIO PARAAS 05103 v | Apresentagao docurso; (Civagem) o e,
AULAS ! P 300

scrica o conceito de upsiream @ o

Tovimenios colbres consenados.

12103 has Gastrulagio aspectos morfolégicos (induir drosophila).
1. MELECA E MALOCA NAO!!!  Vocés terdo a sua disposigdo, baldes
forrados com saco plastico e papel higiénico. Eles estao ai para que VOCE Z:: v —_— e
MANTENHA A SUA BANCADA, CHAO, TETO ETC LIMPOS!! E 02004 TT__| Delominagdo do eio icialom camudongo e aves (AP LID)
imprenscidivel que a sala esteja limpa no final das aulas,caso contrario o - B [ e o oy il
h

curso perde o direito a aulas praticas.

16104 w
~ ~ _ ok ¥ o eeat CrTTTE  —
2. LAVE AS MAOS. Ovos podem ter Salmonella. Lavem as maos depois = 3
004 I | Eo embriondrioem insetos (ga, pair mled o Hox) o
das aulas.
. oos W | Deriados da Crvta newra
3. LUPAS e MICROSCOPIOS. Cada dupla é responsavel por retirar e
guardar as lupas no armério. Use apenas a lupa designada para sua dupla. 14105 ™
2105 W | Snalizagao do desenvolvimento domembro
28105 v | Evolugsoe desenvonimento: Gones Hox
o406 w
6 7| Prove Toorcan
18106 L
2506 WITT | Aoreseniagao aos rabahos e Discussso da prova ]

Prova em grupo:
Avaliaggo Teorica S
A 55 55 55
* As provas tedricas terdo duragéo de B v 55 7

. ~ . . C 4 55 4
120 minutos e seréo dissertativas.
Aluno Notasozinho | Notaem tafi
e i P
A 55 7 55

* Prova substitutiva: substitui provas 5 7 7 =

perdidas pelo aluno, com toda a

Cc 4 7 4
grupo
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http://tinyurl.com/embriomol Aavaliagdo do projeto experimental sera feita de duas formas: a proposta
escrita e a apresentagdo oral  no final do curso.
Bl weica o SBIETNOS s A proposta escrita do projeto experimental (10pag, fonte 11pt espago de linha

- 5 | oot smosimgmi %E”ﬁi”ﬁ%’”‘p""“’”"“ 1,5) deve incluir:

i e Lt Introducéo , onde serdo descritos os_objetivos do projeto, a hipétese a ser
- i L R comprovada, e uma breve explicagéo do contexto e significancia do
1903 v Oeoizador projeto.
ke T T Metodologia , onde deve ser descrito em detalhe o procedimento
o4 | Nouwueso, oo Rapacio ot ogoos da midagio o experimental, o material utilizado, tempo(s) de incubacéo, método de
oo N aeton frkro postr Evanos molsulares na delerminagdo s s rbronares o Drscphea andlise
2 N e e e Resultados esperados e discussao
o0 o e — gones Hove sepmonagio doemule

Tortoginesa careiacil e delerminagaa o varikdade om ceiuAaS

ars W | Dervedos da st newat ermifadle A apresentacéo oral do projeto ao final do curso devera incluir breve introdugéo
o . oot desonis s a6 s el s 55 O da problematica, hipétese formulaga eos expe(imentos propostos para
— s T comprovacéo da hipétese . A avaliagéo sera feita baseada na clareza da
— PR I w— e e apresentagédo, na compreenséo do significado da problemética e da légica
-~ TP Plsbidos o G vt s B utilizada nos experimentos.
T FITarTET i 4 e Website com sugestfes para os projetos:

http://tinyurl.com/embriomol
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Fertilizagao Externa Externa Externa Interna  Interna

Desenvol Externo Externo Externo  Externo Interno

vimento
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Clivagem = aumento de nimete células

Movimentos morfogenéticos = definicdo_da forma
Organogénese=Diferenciacéo celular=_Identidecieual
Crescimento= definigdo do tamanho

aprwn

CLIVAGEM

Objetivo:

*Multicelular I_r\
*Trés folhetos

*Forma de “faringula” P

Aumento do nimero de
células

Espaco para manobra

Rearranjo celular
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CLIVAGEM

Early Sea Urchin Development

5. purpuratus

Time betwtern frames = 1 min
Total tim 5 hrs As clivagens geram
Filmed at the Mzrine Biclogy Laboralory  blastdmeros

Hole (BLASTULA)
by Faul Kulesa

BIOLOGICAL IMAGING CENTER
BACEMAN NSTIIUIT. D004 i
TASAINESA, CALIFOHNIA 51125
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CLIVAGEM As clivagens ocorrem d
forma periédica
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O periodo até a gastrula é o de maior divisao celular

Tadpole
e

€ Neurulg | a1oud——"

r”)rf

lodhe  « Gastrula
celle per
embryo Blastula

[

a T T T T T
40 aa 120 160 2a0

houra 15°C

Anfibio: 1-37.000 células/43 horas
=15 células/min
Drosophila:1- 50.000/12 horas

=70 células/min i 'l,

>

{1 7
i 3 | 8 / £ Na clivagem

| embrionaria, NAO
ocorre G1 e G2, ou
seja, ha aumento do
namero celular sem
ocorrer crescimento
celular

Nos animais de desenvolvimento
externo:

1) O periodo imediatamente apés
a fertilizacéo é seguido de
divisdes celulares com ciclo
celular abreviado

CLIVAGEM

As clivagens ocorrem de
SINCRONIZADA
(BLASTULA)

ciclo celular abreviado

2) Nao ha tempo para transcricao

3) Dependem de estoques
maternos, i.e. presentes no
citoplasma do ovo




E OS MAMIFEROS?

1.5 DIAS PARA 2 CELULAS
MEDIA DE 12h-24h/CICLO CELULAR

2,2 h/ciclo no embrido de 6,5 dias

Farrell et al., Current Biology 2004

E OS MAMIFEROS?

As primeiras clivagens sé@o assincronicas.
Como é o ciclo celular?

Tem Gle G2

18/03/2013

Fertilizagao Externa Externa Externa Interna EEGIEIGES

Desenvol Externo Externo Externo  Externo EIiClggle]
vimento

MOUSE DEVELOPMENT MOUSE DEVELOPMENT

ROGER PEDERSEN
University of California

ANN SUTHERLAND
University of California

San Francisco San Francisco

Holoblastico rotacional

cleavage in th
Xenopus

Ourico Anfibio Peixe
Holoblastico radial Holoblastico radial Meroblastico

Caramujo
Holoblastico espiral




18/03/2013

1. HOLOBLASTIC

B COO® TRE,
s Q- Q-8
e )~ Q-G

&

As clivagens sé@o
classificadas

guanto a direcdo

CER®

B. Mesolecithal — i -
Radial /® ( A
S \J~\D = \&? = do plano de
- clivagem;
II. MEROBLASTIC
A. Telolecithal P o~ . >
1. Bilateral [ /e
Cephalopod malluses [)a/ ” T)AQF _,;%ﬁ%
b, e quanto a

L O A@ . f@ totalidade da
e D! 7 divisao

B. Centrolecithal

Most insects

Tipos de Clivagem

*DIREGAO do plano de

*TOTALIDADE *VITELO clivagem

PHOL Oblastico (holo=completo)
PMERODIAStiICO (mero=incompleto)

Tipos de Clivagem

*DIREGAO do plano de

*TOTALIDADE *VITELO clivagem

e|solécito (so=igual)
*Mesolécito (veso=meio/moderado)
*Telolécito (Telo=extremidade)
«Centrolécito (Centro=central)

Tipos de Clivagem

*DIREGAO do plano de

*TOTALIDADE *VITELO clivagem

*HOLOblastico *ISOlécito (so=igual)
(holo=completo) *Mesolécito (veso=meio/moderado)

MERODIlastico f-TeIoIécito (Telo=extremidade)
(mero=incompleto) \L-Centrolécito (Centro=central)

Tipos de Clivagem

«TOTALIDADE «VITELO ::?\:aRgEeQmAO do plano de
*HOLObléastico «Isolécito

Tipos de Clivagem
*DIREGAO do plano de

*TOTALIDADE *VITELO clivagem
*HOLOblastico

*Mesolécito

S




A presenca do vitelo diminui a velocidade da progresséo da citot
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*TOTALIDADE *VITELO clivagem
*Meroblastico *Telolécito

Tipos de Clivagem
*DIREGAO do plano de

Tipos de Clivagem

*TOTALIDADE *VITELO .DIREQAO do
plano de
o clivagem
'HOL_OblaS“CO «Isolécito (Iso=igual)
(holo=completo) -Mesolécito (Meso=meio/moderado)
MEROblastico f-Telolécito (Telo=extremidade)
(mero=incompleto) '\L-Cemrolécito (Centro=central)

*TOTALIDADE +VITELO *DIRECAO do plano de

Tipos de Clivagem

clivagem

*Radial
*Rotacional
Bilateral
*Espiral
«Desigual
«Discoidal
«Superficial

HOLOBLASTICA RADIAL

Animal pole

Vegetal pole

Animal pole

Vegetal pole
Animal half
Vegetal half

N




18/03/2013

HOLOBLASTICA ESPIRAL

(A) VIEW FROM ANIMAL POLE

(B) SIDE VIEW

Ou seja...

Na clivagem RADIAL,o0s 3 primeiros planos de clivagem s&o
ortogonais ;

enquanto que na clivagem ROTACIONAL, ha um deslocamento
plano de clivagens, que resulta na intercalacéo dos blastémeros

Blastocyst

e oo
or o

MOUSE DEVELOPMENT

ANN SUTHERLAND
RADIAL SPIRAL

F

e =

University of California
San Francisco

Holoblastico rotacional

«Cariocinese ( Microttbulos)
«Citocinese (Microfilamentos)

COMO E GERADA
ESTA 7 ¢
VARIEBILIDADE? (el > )

10



A posigdo do plano de clivagem é perpendicular ao fuso

mitético.
iy \<m' "* A8 Py 8 Py A Py
A< o DETh), e || P
' %\\é ?I\* ) //gf ) (O % ) () X o) k< %7)6
A DAY, Wl || I || &
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EXISTE ALGUMA RAZAO PARA ESTA
VARIEBILIDADE?

1) Possivelmente para acomodar 0s
diferentes tipos de ovos ;

2) O posicionamente relativo dos
blastémeros é importante para
eventos de inducéao.

(A) Left-handed coiling (B) Right handed coiling

A direcéo da clivagem em
alguns caramujos pode
variar, formando individuos
de carapaga destrégera ou
sinistra.

O periodo até a gastrula é o de maior diviséo celular

Tadpole
€ Neurulg 12Mbud———%"
r_,d_)rf;
lodhe  « Gastrula
celle per
embryo Blastula
T
[ T T T T T
40 a0 1m0 so zoo
hours 15°C

= 1

Transi¢do meso-blastula de
anfibios.

1. Inicio da transcri¢do
Zigotica

2. Incorporagéo dos
estagios Gl e G2

£ N 3. Perda da sincronicidade
WA de divisao celular

replication

Velocidade de divis&o celular diminui

Tth

v

Animal Pole Region
" l
B0

40

Mitotic Index (\]

20

L - i
-lD !U m 160 ZOI] 2‘0 380 :m 35“ ll!l] “El 480

Biology of the Cell (1998) 90, 537-548

Ex.: em Xenopus passa de 30min/ciclo para 4h/ciclo

11



18/03/2013

Fertilizagao Externa Externa Externa Interna  ERIIEIQES

E OS MAMIFEROS?

As primeiras cIivagens sao assincronicas. Desenvol Externo Externo Externo  Externo BRlgitgle]
Como é o ciclo celular? vimento
Amnio, saco
Tem Gl e Gz An_exo,s_ ausentes ausentes ausentes vitelir}ﬂ_co,
v~ I . , embrionarios alantéide,
Transcri¢do zigética a partir de 2-células corion

Interface
materno-fetal

E OS MAMIFEROS?

Vocé trata um embrido de Xenopus logo apés a fertilizagdo com um
farmaco que inibe a RNA polimerase Il. O que é esperado da clivagem e
da gastrulagédo?

Hipotetiza-se que a fase imediatamente apos a

a) Normal

fertilizacdo é focada na segregacao de células
embrionarias e extraembrionarias. E ndo no
aumento acelerado de n. de células.

b) Clivagem anormal e gastrulagdo normal
c) Clivagem anormal e gastrulagdo anormal

d) Clivagem normal e gastrulagédo anormal.

Ablacg&o/extirpagdo em ourigos

(49
Entdo, até a transcricao it

zigotica ocorrer, todos 0s
blastdmeros sdo iguais?

Normal pluteus
larva

© 2000 Sinauas Associates, o

H. Driesch (1891)

12
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(B)

@ Ablagao/extirpacdo em anfibios
Separate
into 4 cells

WYY

Normal pluteus Plutei developed from
larva single cells of 4-cell embryo

© 2000 Sisauer Associates,

. Spemann, 1938
H. Driesch (1891)

Normal Normal
development development

Entdo, até a transcricao
zigotica ocorrer, todos 0s
blastdmeros sdo iguais?

CLIVAGEM

Objetivo:
Aumento do nimero de

*Multicelular células
*Trés folhetos
*Forma de “faringula” Espaco para manobra

Rearranjo celular

13
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A Blastocele: espago para manobra

* Blastocele= Cavidade interna da Blastula

1. Permite migrac&o celular
2. Compartimentaliza regides diferentes

O blastocisto de
mamifero contém

MASSA
CELULAR
INTERNA que
formara o embrido
propriamente dito

eo
TROFOECTODE
RMA, que formaré
0S anexos
embrionarios

ANN SUTHERLAND

University of California
San Francisco

Holoblastico rotacional

MOUSE DEVELOPMENT

ROGER PEDERSEN

University of California
San Francisco

Ao final de varias mitoses, distinguem-se duas populagdes de células:

*Massa Celular Interna
*Trofoblasto

Massa
Celular
Interna

Trofoblasto

Zona
Pellicida

- Embri&o Propriamente Dito

Porcéo Embrionéria da
Placenta

Porcéo Embrionéria da
Placenta

14
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Www.petra.art.by

o epanmia

Neuron
of brain

Pomrdoat

i E

28

8 - o
o 1. De onde as células vém?

% cets PARA ONDE véo?

_. m ’ 2. O que estas células PODEM
- ser? —_—==

ik

4 =

@)

]

Pancreatic

T 3. QUANDQO elas decidem o
que vao ser?

(avecarcay

=] svem 4. COMO ocorre esta decisao?

@ Egg

o e 5. Como é determinada a

MORFOLOGIA tecidual?

Descricédo

«Embriologia Classica
*Mapa do Destino
sImunohistoquimica
*Hibridizagéo in situ

*RT-PCR
«Cultura
*Transplantacéo
*Ablagéo
*SUPERexpresséo
*SUBexpressao
*RNA antisenso
*RNAI
*Knockout ou mutagéo

Skin cells
of epidermis

Como seguir uma célula entre varias?

Neuron
of brain

Pigment cell
(melanocyte)

. 1. De onde as células vém?
e PARA ONDE v&o?

Tubule cell
of the kidney

Sas 2. O que estas células PODEM
ser?

Ty 3. QUANDQO elas decidem o
que vao ser?

Spem 4. COMO ocorre esta decisao?

o . 5. Como é determinada a

MORFOLOGIA tecidual?

15
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Ainjecéo de corante flourescente permite acompanhar o destino celular Ainjecéo de corante flourescente permite acompanhar o destino celular

Gilbert'8th Edition

Gilbert'8th Edition

Mapa do destino = Fate Map
Injecéo de Corante Fluorescente

Injecéo de corante A A4 A1l B 1 2 345 6
fluorescente B4 B1 l l i l
(Dale e Slack, 1987;Lane e

Sheets, 2000) C4

D4

el Avinsipoe  bisiocel

Descricédo

*Embriologia Cléassica
Proctodacum ca .Mapa do Destino
sImunohistoquimica

XS
Vegepoe Okl

(©

*Hibridizagéo in situ
*RT-PCR
«Cultura
( - *Transplantagéo
Schematic of the left *Ablagao
hindbrain__ earvesicle  notochord Dorsal ‘somite ~ spinal cord
midoain.__ I b *SUPERexpressao
forebrain..__
4
Anteror Posteror *SUBexpresséo
eyevesice” *RNA antisenso
L *RNAI
adhesive organ |5
branchial arches ~ pronephros  Veniral | endoderm «Knockout ou muta@éo
- (future kidney) epidermis - o

16
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Os genes A,B e C contribuem para o desenvolvimento de visceras: Sua
relagdo pode ser resumida como:

A — B -| C -|formagéo de visceras

2) ExpressaodeAira
a) estimular formagéo de visceras
b) inibir formacéo de visceras

3) Num animal mutante defeituoso para o gene B (ndo expressa), o embrido
ira

a) carecer de visceras

b) desenvolver excesso de visceras

4) Num animal com ganho de fung&o de B, o mutante ira
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

5) Num animal com perda de funcéo de C, o mutante ird
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

Os genes A,B e C contribuem para o desenvolvimento de visceras: Sua
relagdo pode ser resumida como:

A — B -| C -|formagéo de visceras

2) ExpressdodeAird
a) estimular formagéo de visceras
b) inibir formacéo de visceras

3) Num animal mutante defeituoso para o gene B (ndo expressa), o embrido
ira

a) carecer de visceras

b) desenvolver excesso de visceras

4) Num animal com ganho de fungéo de B, o mutante ira
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

5) Num animal com perda de funcéo de C, o mutante ird
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

Os genes A,B e C contribuem para o desenvolvimento de visceras: Sua
relagdo pode ser resumida como:

A — B -| C -|formagéo de visceras

2) ExpressdodeAird
a) estimular formagéo de visceras
b) inibir formacéo de visceras

3) Num animal mutante defeituoso para o gene B (ndo expressa), o embrido
ira

a) carecer de visceras

b) desenvolver excesso de visceras

4) Num animal com ganho de fung&o de B, o mutante ira
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

5) Num animal com perda de funcéo de C, o mutante ird
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

Os genes A,B e C contribuem para o desenvolvimento de visceras: Sua
relagdo pode ser resumida como:

A — B -| C -|formagéo de visceras

2) ExpressdodeAird
a) estimular formagéo de visceras
b) inibir formacéo de visceras

3) Num animal mutante defeituoso para o gene B (ndo expressa), o embrido
ira

a) carecer de visceras

b) desenvolver excesso de visceras

4) Num animal com ganho de fungéo de B, o mutante ira
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

5) Num animal com perda de funcéo de C, o mutante ird
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

Os genes A,B e C contribuem para o desenvolvimento de visceras: Sua
relagdo pode ser resumida como:

A — B -| C -|formagéo de visceras

2) ExpressdodeAira
a) estimular formagéo de visceras
b) inibir formacéo de visceras

3) Num animal mutante defeituoso para o gene B (ndo expressa), o embrido
ira

a) carecer de visceras

b) desenvolver excesso de visceras

4) Num animal com ganho de fungéo de B, o mutante ira
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

5) Num animal com perda de funcéo de C, o mutante ird
a) carecer de visceras
b) desenvolver excesso de visceras

RNA antisenso inibe a traducé@o

DNA X ‘|' COVOVLVGUOVOVODIN
> o

Start Transkription Stop
No proteins
producad

RNA mensageiro p AW )
' b

AAAAAA W

RNA antisenso

nibicéo da
Traduca

17



“transgénico” vs. KNOCKOUT
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(@
Ghromosome

=] Transgenic insertion
Transgene (andom)

()

Knockout of gene x
[N z
Targeting vector

© Gene x

A Transgenic B Knock-in or Knockout

i C DO-
Gene targeted in
DNA injected to male.
° e (3 B
|
Togunoes ca
selected and
- ewanded
Injected cocyte Targeted ES cells
Gevelops into early. injected into early
Mouse embryo Mmouse embryo

!

e —C N\ mE D\
‘psauccoragant pssucopregnant
Targeting vector (} = loxP site) mouse l mause.
i 7 Chimeric mouse bom
IR b T s
[aingarmia | I
= e
e oa
e el (canétiona knockou)
Metanocyte-specific Cre. 0
S T RS Transgenic mouse Knock-in or Knockout mouse
S
Drug Discovery Today , Summer 2006, Pages 129-135
h\\E lwww.nature.com/j |dsEfauma\Ile/nl/wmages/SMoﬂGfl El'
A Transgenic B Knockout 1) Transfecgéo de células-tronco embrionarias
AASAN, Recormibinant DNA

Y e omims INsercéo randémica do DNA em quebras
Giad cromossomais do prénucleo masculino.

Injected oocyts:
develops into early
mouss embryo

Embryo implanted
oo Eemm

‘pseudopregnant
mouse.

| —

@ﬁ

Knogk:

- Linhagem
/-/‘Cfi’\ o Isolate inner da massa
eyt
\ celmass (= =25 | celular

— | .
cunragsceis | INTEINA

Gene targeting
or Insertion of
— transgene

Ao final de varias mitoses, distinguem-se duas populagdes de células:
*Massa Celular Interna
Trofoblasto

Massa x . .
Embrido Propriamente Dito
Celular -
Interna Porcéo Embrionéria da
Placenta
Blastocele
Trofoblasto [ Porcéo Embrionaria da
Placenta
AADVANCED FERTILITY CENTER OF CHIOAGD 22899 -
Zona
Peldcida

O Knockout, ao contrario da “transgénese”, requer recombinagao

Knockout : 2) Recombinagéo

A ES cells grawing
in tissue culture
@gj@ za Mouse Genome
&7 o
rd TN Lnsarized
INTRODUCE A DNA ‘Tadgeting Vetor
= FRAGMENT CONTAINING
ahiered version Y ALTERED GENE INTO
of target gane MANY CELLS
constructed by Knockout Alele
enetic —[Neo}— ES el are now resistant
engineering LETEACHCELL = 1o Geneticin (G418)
GROWTOFORM g AR |
A COLONY
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(B

:_:zur;gén:::l:; alek \ Targeted gene insertion

He Vector

Neo: resisténcia neomicina (G418)
TK: susceptibilidade a gancliclovir

http/Jusers.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T T ransgenicAnimals. him!

Inser¢é@o recombinante:

Al resiEtant n hnh 5414 and oatyCnyr . L.
resistente neomicina (G418)

]:-:-:I: resistente a gancliclovir

4
. —

A = onginal alele argoted gene inserfion

A T
A =rephrementalislp \
Vector

Resisténcia a neomicina demonstra sucesso na recombinagéo e
Resisténcia a ganciclovir demonstra que a insergédo néo foi randémica.

http:/Jusers.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/TransgenicAnimals. him!

Insercéo aleatodria:

resistente neomicina (G418)
suscetivel a gancliclovir

Resisténcia a neomicina demonstra sucesso na recombinagéo e
Resisténcia a ganciclovir demonstra que a inserg&do néo foi randémica.

He Vactor
I = Reginns of homolegy ™. -
T /-/Hundom gene insertion

L[] -\/III

\
[ TN W] WETT [ |

Callresistentin G418, kiled by gancycnvir

hitp/Jusers.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/T ransgenicAnimals. him!

Knockout : 3) Selecdo

Isolate inner

Vo | .

3 L)
A=)

dES

Gene targeting
or insertion of
wansgene

e D

THE ONA FRAGMENT
HAS REPLACED ONE
COPY OF THE
NORMAL GENE

neomicina-
ganciclovir

TEST FOR THE RARE
COLONY IN WHICH
b

ES cols with ane copy of trget
‘gene roplacod by mutant gone

Vocé quer fazer um camudongo knockout. O gene normal tem 2 exons e um
intron, como demonstrado abaixo. Qual das construg6es abaixo seria o ideal
para fazer o knockout?

TK= gene da timidina quinase (presenga deletéria no processo de selecéo)

neoR=gene de resisténcia a neomicina (presenca positiva no processo de

selecéo) -
4 Exon| 4} Exon2 I

b, Al e
[ .( Exon1 ‘,E»[_dma }

R I o [ o R o |
e em— -

Vocé quer fazer um camudongo knockout. O gene normal tem 2 exons e um
intron, como demonstrado abaixo. Qual das construg6es abaixo seria o ideal
para fazer o knockout?

TK= gene da timidina quinase (necessario para o processo de sele¢io)

neoR=gene de resisténcia a neomicina (necessario para o processo de

selecéo) -
a. |
b.
C.
d. |
e.
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Knockout : 4) Barriga de aluguel

/””@\\ ‘h‘\:‘:{‘:cys[ . Isolate inner
{ \ {\\ = cell mass S 4>)
P ) Py

Gene targeting
or insertion of
wansgene

Inject nto cavity

of blastocyst s
from a different -
mouse strain

Knockout : 5) Quimeras

//””Qf\\ ‘b‘\:‘:l‘:cysl . . Isolate inner -
{ \ o = cell mass = ;D)
pess gD - S

Inject nfo cavity

Gone targeting
Paedetah
ersgene

Remplant

o osier =

mather /r/ ) of blastocyst

rom a dfferent L=
meuse stran

BT Ggnatally modifed

Transgénese: 6) Cruzamento

lsolats Isolate inner

Cultured ES cele.

Gene targeting
or insertion of
transgene

Reimplant Inject info- cavity

o osier
mother ‘/r/ of blastocyst

{ | froma dfierent

cs7B10N

Genatically modifisd
ESealls

cs7B104

tass Eﬁ\ \
s (S
P, | = ) / p

in alf nuclugted
colis (

Vocé tem duas fontes de mérulas: um da linhagem preta (black +/+) e outro da
linhagem branca (black -/-). As duas mérulas séo combinadas para formar um tnico
blastocisto que é reimplantado numa “camudonga de aluguel”. O camudongo
resultante deste embrido quimérico tem uma pelagem malhada de preto e branco.
Se este camudongo for cruzado com outro camudongo da linhagem branca (black -
/-) a percentagem de camudongos de pelagem preta é (Pelagem preta é

dominante).

a) 25%

b) 50%

c) Entre 0% a 50%
d) Entre 0% e 100%

O gene FACEBOOK é expresso no desenvolvimento apenas no aparelho reprodutor.
O Knockout de FACEBOOK gera camudongos sem aparelho reprodutor.

O transgénico constitutivo do FACEBOOK nao gera fenétipo.

Vocé diria que FACEBOOK é:

a) Necessario e suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

b) Necessario mas néo suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

c) Na&o é necessario mas é suficiente para induzir a formagéo do aparelho reprodutor;

d) Na&o é necessario nem suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor.

O gene FACEBOOK é expresso no desenvolvimento apenas no aparelho reprodutor.
O Knockout de FACEBOOK gera camudongos sem aparelho reprodutor.

O transgénico constitutivo do FACEBOOK nao gera fenétipo.

Vocé diria que FACEBOOK é:

a) Necessario e suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

b) Necessario mas néo suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

c) Na&o é necessario mas é suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor;

d) Na&o é necessario nem suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor.
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O gene FACEBOOK é expresso no desenvolvimento apenas no aparelho reprodutor.
O Knockout de FACEBOOK n&o tem fenétipo.

O transgénico constitutivo do FACEBOOK gera um camudongo com aparelho
reprodutor extra e digitos fusionados.

Vocé diria que FACEBOOK é:

a) Necesséario e suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

b) Necessario mas néo suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

c) Na&o é necessario mas é suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor;

d) N&o é necessario nem suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor.

O gene FACEBOOK é expresso no desenvolvimento apenas no aparelho reprodutor.
O Knockout de FACEBOOK néo tem fenétipo.

O transgénico constitutivo do FACEBOOK gera um camudongo com aparelho
reprodutor extra e digitos fusionados.

Vocé diria que FACEBOOK é:

a) Necessario e suficiente para induzir formacao do aparelho reprodutor;

b) Necessario mas néo suficiente para induzir formagéo do aparelho reprodutor;

¢) N&o é necessario mas é suficiente para induzir a formacéo do aparelho reprodutor;

d) N&o é necessario nem suficiente para induzir a formagéo do aparelho reprodutor.

O gene FACEBOOK é expresso no desenvolvimento apenas no aparelho reprodutor.
O Knockout de FACEBOOK n&o tem fenétipo.

O transgénico constitutivo do FACEBOOK gera um camudongo com aparelho
reprodutor extra e digitos fusionados.

Vocé diria que FACEBOOK é:
a) Necesséario e suficiente para induzir formagéo do apd

b) Necessario mas néo suficiente para induzir formacég

Descricéo

«Embriologia Classica
*Mapa do Destino
sImunohistoquimica
*Hibridizagéo in situ

*RT-PCR
«Cultura
*Transplantacéo
*Ablacéo
*SUPERexpresséo
*SUBexpressao
*RNA antisenso
*RNAI
*Knockout ou mutagéo

Skin cells
of epidermis

Neuron
of brain

Pigment cell
(melanocyte)

. 1. De onde as células vém?
Ey PARA ONDE v&0?

Tubule cell
of the kidney

2. O que estas células PODEM
ser?

3. QUANDQO elas decidem o
que vao ser?

4. COMO ocorre esta decisao?

5. Como é determinada a
MORFOLOGIA tecidual?

DIFERENCIAGAO
POTENCIALIDADE

eTransplantagao: troca de microambiente/mudanca de contexto

Normal fate

ransplanted region lebeled ransplnted region lebeled
Regon A X

Fate map

Region B

g e

Differentiated
tissue
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O transplante de vesicula 6ptica para o ectoderma do tronco em
anfibios gera cristalino ectépicos.
O ectoderma do tronco tem potencial de formar crist alino.

¢

aceptor

Development 102, 517-526 (1988)

Vocé esté investigando como as células de um embrido de sapo se
diferenciam em epitélio ou células neuronais. Vocé faz dois experimentos:

B. Isola 0 mesmo blastémero numa placa de cultura contendo nutrientes que
sustentam a sua sobrevivéncia. Observa 2 dias depois que tipo de células
séo formadas.

Quanto vocé compara os resultados:

| B: existem células neuronais e epiteliais. l

PORQUE OS RESULTADOS SAO DIFERENTES?

Game over!!
YESSSS!
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