Modificacioé genetica; un pas per la
medicina del futur

Irene GOmez Gracia
Treball de recerca

Institut Lluis Vives

2017-2018



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

index

A AT NS e e e e e e e e e e e e e e aaaaens 4
INEFOTUCCIO ..ottt et et s e et e e s a e e s b et e sab e e sabeesbeeesabeesabeeeaneeesabeeennneenns 5
V(11 o Te (o] [o} -{ - [PPSR 6
[ oY 1 =1 IRt 6

PART TEORICA
O 3 £ 1Y o USSPt 7
1.1 QUE SONT ittt ettt st e s e st st e bt e et e s b e e s bae e s areeeanes 7
1.2 CanVis @ FADN ...ceiiiiie ettt et sttt s s e 8
1.3 NOVES tECNOIOZIES ..eeveeeiiiieciiiee ettt e e saee e e s 10
2. Fent una mica d'hiSTOria. ..o ui ittt s s 11
3. Enginyeria genetica i tecnologia de I’ADN recombinant..........cccoccveeeeeciieecccciee e 12
3.1 ENZIMS d@ reStIICCIO..ceuieuieiuiiiieeieet ettt ettt 14
3.2 Teécniques de transfereéncia 0 “blotting” .......cccceevevieiiicie e, 14
3.3 Seqlenciacio de 'ADN .......cocciiiiieiiie e e e e 14
3.4 Reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR)........cccoueeeciveeeieeciieeeciee e 15
3.5 CloNaci® de I"ADN .....coiuiiiuiiiiee ettt ettt 15
4. Organismes genéticament Modificats..........cccoviiiiiiii i 16
A1 QUE SONT ..ttt ettt ettt b e bbbt sttt e e bt e she e st e 16
4.2 Aplicacions dels GMO.........ceiieciiiiiiiciiee ettt e et e e e e e e e eans 16
4.3 Elstransgenics a l'actualitat.......cccecveeeieciiiiiiiiee e 18
T - 1] o Y=To Tl g T IR A [0 1Y == Y (ol USSR 18
5.1 Aplicacions MEAIGUES........ccoeuiiiiiiiiie ettt e e e e 19
B NUEFCIO T SAIUL ettt 19
I D 1140 o 1] u (o UPPN 19
B BIOTAIMACS .ottt 19
- o] ¥ ] =5 PP 19
B NOUS @NtiDIOTICS .ttt 19
B NOUS traCtaments: ....oeiieee e e 20
5.2 BIOfaIrmMacs. .cooeieieeteeee ettt 20
® QU SONT ettt ettt sttt beenaeas 20



6.

7.

8.

Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

o Obtencid de biofarmacs .....c.covviiiieeiiiee 20

o Comenga la reVolUCIO .....ccocuveee i 21

o Avantatges i apliCACioNs .....cuieeiiciiieicciiee e 22

5.3 Produccio de proteines “recombinants”........ccccccceeeeieiiiiiiiee e, 23
®  EXPressio dels SENS...cccuiiiiicieee it setieee st e st eara e e ean 23

®  Sistemes d'EXPreSSIO ..uuvieiicuieeeieiiee ettt ettt et ee e 24
Biotecnologia MiIiCrobiana........ccccuiii i e e 26
6.1 QuUE SON €IS MICrOOIrZaNISIMEST ..oivviieeieiieeeeeiree e ertee e e ebre e e sree e e e sree e s saees 26
6.2 Aplicacions dels MiCroorganismes ........ccccevecveeeiriieeeeciiee e eseee e 26
a)  ENZIMS MICrODIANS.. ...ttt e e bre e 26
b) Creacid de proteines terapeULIQUES .....cueeeeeciieeeeeciieeeecciiee e ecteee et 27
6.3 Produccid d’insulina recombinant .......cccceccevvviieiieeeciee e 27
o QUEESIAINSUIING? .ccuiiciiiecee et et e 27

o Historia de 1a inSUliNg ...cccovvieei i 28

o Utilitzacid de [@a inSUliNG.....cc.eiiiie it 29

6.4 Produccié de Somatostatina (hormona del creixement)............cccuveeenneee. 30
o  QuUE és1a somatostatina? ......cccceveiieeiiie et 30

o  Futurde la hormona.......ccoeieiiiiiiiieeeeeeccec e 30
VACUNES ...ttt et e e e st e e e e e s s bbb et e e e e e e e e r e e e e s e e aaaee s 31
7.1 Com treballa el sistema immuNitari? ......ccocccevvieeriieeniieenieeec e 31
7.2 Tipus de vacunes ClasSiqQUES: ......cccccuiieeieiiiieecciiee ettt e e e e e e e 32
I, VaCUNES @tENUAAES ....coovviiiiiiiiee ettt ettt sitre e s saea e e 32

ii. Vacunes iNACtIVAOEeS .....ccuueiiiiiiiee ettt e e 32
iii. Vacunes de subunitats......cc.oceeviiiiiiiiniiienic e 32
7.3 VaCUuNES MOUEINES .....ueiiiieeeieeenieesiee sttt e st e e siteesreesbeeesabeesbeessateesbaeenaseas 33
a) Vacunes atenuades mitjancant modificacid genética........cccceeeeuveeennns 33

b)  Vacunes SINtELIQUES .....cccviieeeeiiee ettt 34

c) Vacunes de subunitats o recombinants .........ccccceeeeiiiieecciieec e 35

d)  Vacunes d’ADN.......coocviiiiiiieeeeeieeeeeeireeeeeereeeeetreeeesebaeeeeenareeeesnabeeeesnns 37

7.4 Produccio de vacunes MOUEINES .......cocueercierenieeniieenieeenieesieesnireesreesniees 38
ANtiCOSSOS MONOCIONAIS ..ceiuiiiiiiiiiiiieeiee ettt sabe e sba e e sabeesneas 39
8.1 QUE SON €S ANTICOSSOS? ...vviiieiieiiieeiieeetee e rre e e et e e eee e s e enees 39
8.2 Lanova invencié: anticossos Monoclonals.........ccccceeecieeeiieerieeeciee s 39
8.3 Produccid d’anticossos monoclonals ..........ccecceeeiieeeceeccieesee e 40



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

8.4 Utilitzacid dels anticossos monoclonals..........coceevieniiniienieeneenecnieeeee 41
9. Proteines que intervenen als processos de coagulacio .........cocceeevcieeiecciee e, 42
9.1  FACtors SANGUINIS oiiiiiiiiiiiic 42
9.2 Activador tissular del plasminogen .........ccceeevciiieicciiee e 43
e QObtencid a partir de técniques recombinants...........cccceeeeeieeeeeiieeeenns 43

PART EXPERIMENTAL
0] oY1= Tot [ TSRS 44
B [ {4 oo [N ol o N T ST TR UTOPPTOPRROPRRRTRRRRON 44
2. Proteina recombinant: GFP ........cooviiiiiiiiiieeee ettt ettt 46
2.1 QUE ES 1A GFP? ittt et bbb 46
2.2 UsOS dE 13 ProteiNa.....ccccueeeeceiiee ettt ettt e e e 47
3.  Produccié de proteines reComMbINaNTS .........ccvieiiiiieieiiiee e e e e e 47
3.1 QUEASUN PIASMIAI? oo e 48
3.2 SiStEMA PGLO ..eiiiiiiiiiiiiiieeeee et s e e e e st rra e e e e e e as 49
Q. PGLO 49
b. Regulacio del PGLO .....ccocviiiiiiiee et 50
4.  Disseny de eXPeriMENT ......cocciiii ittt e e e e e e etae e e e sbee e e e e bee e s eearaeeeenres 51
TR =YY oAV o1 (0] o¥- Y1 o [=T | AU 51
5.1 Transformacid dels bacteris ........cceveeiieniiiiiiiiieeeeeee e, 52
5.2 SEMDBIa e 53
5.3  Creixement bacteria.....coceeeiriecieieseeree e 56
6. Comprovacid de |a SODrEeXPreSiO....ccucuiiiieiiiieiciiee et 57
6.1  ODbtenCil de MOSLIES .. .cciuiiiiieiieieetee ettt 58
6.2 Electroforesi SDS-PAGE .........cocoiiiiiieniertee et 59
6.2.1 Preparacio del gel de poliagrilamida...........cccceeeviiiiiieciiieiciiieeens 59
6.2.2  EleCtrofOresi...cccueeeieieeieeieeseeseeee s 60
6.2.3  TiNCIO del eluuuiiiieiiiii e 61
7. ReSUIAS OBLINGULS...cciiiiiiieceee e e e e et e e s e e e e ares 61
Obtencid dels resultats i CONCIUSIO........ooiiiiiiriii e 62
FONES d/INFOrMACIO ...ttt sttt st et e teeae e 63



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

Agraiments

Vull destacar I'’enorme ajuda que he rebut des de la Universitat de Barcelona, ja que
gracies al programa de Bojos per la Bioquimica de la fundacid Catalunya La Pedrera, he
pogut entrar dins d’un laboratori i realitzar la part practica, que m’ha servit per
entendre la complexitat del que estavem fent i motivar-me de cara al meu futur.

En especial, al Josep M. Fernandez Novell, per haver pensat en una practica que
pogués realitzar per al meu treball i ajudat a dur-la a terme.

Donar les gracies també per la seva ajuda a la meva tutora, Isabel Fernandez i a la
professora de biologia, Isabel Farrés.

Per ultim, agrair a la meva familia el seu suport durant aquests mesos.



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

. 7

Introduccio

Amb aquest treball de recerca m’he volgut centrar amb la modificacié genética dels
organismes, un tema que sempre m’ha interessat i motivat. La biologia és la branca de
la ciencia que més m’interessa i el fet d’haver estat fent un curs de bioquimica a la
Universitat de Barcelona m’ha motivat encara més per seguir endinsant-me en aquest

7

mon.

La manipulacié de gens, els transgenics i I'enginyeria genetica sén termes que estan
molt de moda. Ultimament tots en sentim a parlar i creen molta polémica, confusid i
controversia, sobretot per temes étics.

Volia saber més d’aquests éssers vius modificats i a mesura que he anat buscant, he
trobat una part amagada d’aquests. Una aplicacié que obra moltes portes a la
medicina del futur. Es per aixd que he decidit investigar més sobre els
microorganismes manipulats genéticament.

Em plantejava també com es canvia el genoma d’un ésser viu, si realment és una tasca
increiblement dificil com sembla, quins perills conté i de que ens pot servir.
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Metodologia

He dividit el treball en dues parts. La primera part és una introduccié teodrica a la
modificacié d’organismes i una recerca d’alguns dels farmacs i altres productes
fabricats actualment en laboratoris a partir d’organismes modificats amb el fi de
millorar la nostra qualitat de vida i curar malalties.

Aquest estudi és la base que m’ha calgut per entendre la segona part, que és una
experimentacio al laboratori de la universitat de Barcelona.

Amb I'ajuda dels investigadors del departament de bioquimica de la UB, he modificat
el genoma d’un bacteri per qué expressi una proteina concreta, la GFP. Aquesta, té la
caracteristica que emet una llum verda fluorescent sota llum ultraviolada.

A la part teorica m’he centrat en entendre bé el concepte de manipulacié
d’organismes, aixi com les diferents técniques emprades aquests darrers anys.
Sobretot, el que m’interessava recercar eren les aplicacions actuals que presenta la
modificacié d’organismes en el camp medic i quines perspectives de futur té.

Hipotesi
L'objectiu de tota la investigacid és estudiar com els coneixements de genetica i

biotecnologia estan canviant el camp de la medicina i totes les aplicacions que tenen, i
que ajuden a tanta gent a curar-se.

Demostrar si la manipulacié d’organismes té una vessant on la produccié
industrialitzada i insostenible, la pérdua de biodiversitat, la contaminacié genética i del
sol i la resisténcia a antibiotics no hi entren i si aquesta possible vessant podria
representar la medicina del futur.
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PART TEORICA

1. Els gens

1.1 Que sén?

Els gens sén la base fonamental de tota la vida, determinen les propietats de tots els
éssers vius i sén sequéncies d’ADN definides. Degut a que I'estructura i composicié de
I’ADN de tots els éssers vius és essencialment la mateixa, s’ha inventat una tecnologia
que pot aillar, canviar o reproduir un gen i probablement provocar un impacte sobre
cada un dels aspectes d’aquest.

nitrogenous bases:
B adenine
=X thymine
B guanine

major

minor

backbone

(@)

1. Estructura de la molécula d’ADN; Doble hélix formada per polimers de
nucleotids. Els segments d'ADN porten la informacié genética, d'altres tenen
proposits estructurals i regulen la informacio genética i la seva duplicacié.

Els gens es poden dividir en dues grans categories: estructurals i reguladors. Els gens
estructurals codifiquen per a proteines que determinen les capacitats bioquimiques de
I'organisme al catalitzar reaccions sintétiques o cataboliques, o de manera alternativa,
exerceixen un paper més estatic com a component de les estructures cel-lulars. En
canvi, els gens reguladors controlen I'expressid dels gens estructurals, determinant la
velocitat de produccié dels seus productes proteics com a resposta a senyals intra o
extracel-lulars.

Per tant, els gens estructurals sempre romanen actius, independentment de les
condicions del medi i els reguladors, en canvi, la seva activitat esta controlada per les
necessitats de la cel-lula o I'organisme.
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1.2 Canvis a ’ADN

Els primers estudis de Watson i Crick, entre altres, a principis dels anys cinquanta, van
conduir a la construccié del model de la doble heélix, descrivint I'estructura molecular
de I’ADN i fent hipotesis sobre les implicacions que té dins dels éssers vius, per arribar
a una comprensio de la replicacié genica. Des de llavors, ha hagut una gran quantitat
de descobriments sobre les complexes interaccions requerides per a expressar la
informacié codificada a la molecula de I’ADN a I'expressio cel-lular o del organisme. Els
canvis en la molécula de I’ADN que possibiliten I'aparicié de codis complementaris per
a una especie, és el mitja utilitzat pels organismes per a evolucionar i adaptar-se a
noves condicions ambientals. En esséncia, els canvis a ’ADN d’un organisme poden
ocorrer de dues maneres:

1. Per mutacid: que consisteix en I'addicié o eliminacié d’'un o més components
quimics de la molécula de I’ADN.

2. Per intercanvi d’informacié genetica o d’ADN entre organismes similars,
normalment per reproduccié sexual i per transferencia horitzontal en bacteris.

La recombinacié geneética, tal i com ocorre durant la reproduccié sexual normal,
consisteix en el trencament i lligament de

. . 2. Manipulacio genética de la fruita.
les molécules de ADN dels cromosomes, i
tenen una importancia molt gran a tots els
éssers vius per a la reordenacié del material

genétic.

La genetica classica va ser, fins fa poc, la
Unica via mitjangant la qual I'heréncia podia
ser estudiada o manipulada. Tot i aixi,
durant els ultims anys, les noves técniques
han permeés la possibilitat de manipular
geneticament organismes a taxes mai
pensades, permetent inclis lintercanvi

d’ADN al laboratori entre diferents espécies.

La manipulacié del material genétic en organismes pot ser ara aconseguida de tres
maneres clarament definibles: a nivell d’organismes, cel-lular i molecular.

Manipulacié d’organismes

La manipulacié genetica d’organismes complets ha estat succeint de manera natural
per reproduccid sexual des del principi dels temps. El procés evolutiu de la majoria dels
éssers vius ha implicat la interaccidé entre els seus genomes i el medi ambient. El
control actiu de la reproduccié sexual s’ha practicat a I'agricultura durant segles. En
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temps més recents s’ha utilitzat amb microorganismes de caracter industrial, com els
llevats. Aquest tipus de manipulacié implica processos de seleccid, mutacid,
creuaments sexuals, hibridacions, etc. Tot i aixi, és un procés altament aleatori i pot
portar molt de temps aconseguir els resultats desitjats. Alguns exemples d’aplicacions
de la manipulacié d’organismes son la cria selectiva que ha fet 'home durant milers
d’anys I'ésser huma amb el fi de millorar la produccié dels cultius i del bestiar amb
proposits alimentaris. Sense donar-se compte i sense la necessitat de laboratoris cars i
sofisticats, ni cientifics i experiments planejats, la humanitat porta manipulant els gens
durant centenars d’anys.

La seleccio de plantes i animals amb caracteristiques especifiques és escollir els
organismes amb gens utils i aprofitar-se’n del seu potencial genetic per al benefici
propi. En el camp de I'agricultura els beneficis han estat abundants amb la millora de
les plantes i animals, mentre que a les industries biotecnologiques s’ha aconseguit
incrementar considerablement la productivitat, com és el cas de la produccié
d’antibiotics i enzims.

Manipulacio cel-lular

La manipulacid a nivell cel-lular de 'ADN ha estat utilitzada durant decades i implica o
bé la fusid cel-lular o el cultiu de cél-lules i la regeneracid de plantes senceres a partir
d’aquestes cel-lules. Aquest és un procés gairebé a I'atzar o directe a diferéncia de les
manipulacions en organismes, podent identificar els canvis de manera molt més
rapida. Exemples biotecnologics exitosos d’aquests metodes inclouen els anticossos
monoclonals i la clonacié de moltes espécies importants de plantes.

Clonacion terapéutica Reprogramacion del nicleo
Ovulo Célula del Células de
cuerpo ® e a bie
e o T
LN
o
@ ® Remocibén del '
Remocién % ’ nlcleo . "
del nicleo 4 ) | 4
\ - 3
. El nacleo de la célula PSP 4
S del cuerpo se inserta /'_’;/" o
en el 6vulo

Se les insertan genes para
inducir |la reprogramacién

ey 7
Rt o Luegose induce v
. & & 0 alacélula clonada
e o.';. para que se desarrolle © L ®
i »  un embrién ©
o0 ’ (% ©

[ Las células reprogramadas
desarrollan propiedades similares a
las de las células madre embrionarias

\ 4

Por dltimo se "cosechan” las
células madre del embrién

3. Clonacio terapéutica
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Manipulacié molecular

Les manipulacions moleculars de ’ADN i el RNA han vingut ocorrent durant els ultims
trenta anys i han possibilitat una nova era en la manipulacié genética, fent possible,
per primera vegada a la historia, un control directe dels canvis. Aquest procés avarca
I’area coneguda com a enginyeria genética o tecnologia de ’'ADN recombinant, que
esta produint a l'actualitat canvis dramatics al camp de la biotecnologia. En aquest
tipus de técniques I'investigador és capag de coneixer en gran part els canvis que es
produiran. A I'actualitat és possible afegir o suprimir parts de la molécula d’ADN amb
una gran precisid, i el producte pot identificar-se facilment. Les empreses industrials
avui en dia estan implicades en la produccié de nous tipus d’organismes i la produccio
de nous compostos de caracter farmacéutic o quimic.

A diferencia de la recombinacid genética classica, les técniques de “I’ADN
recombinant”, “enginyeria genetica” o “clonacié de gens”, ofereixen potencialment
oportunitats il-limitades per a la creacié de noves combinacions de gens, que, per el
moment, no existeixen en condicions naturals.

Aquestes tecnologies geniques, donen lloc a la formacié de noves combinacions de
material hereditari mitjangant la insercié d’acids nucleics en un virus, plasmidi bacteria
o algun altre sistema de vectors, de manera que permeti la seva incorporacié en un
organisme hoste.

1.3 Noves tecnologies

Durant les ultimes décades, la tecnologia de recombinacié de I’ADN, també coneguda
com enginyeria geneética, ha revolucionat la biologia. El camp de la salut és un dels més
beneficiats amb el desenvolupament d’aquesta tecnologia. Les investigacions que es
duen a terme a aquesta area estan enfocades al diagnostic oportu de malalties, aixi
com al seu possible tractament a través de la terapia amb molécules recombinants i
introduccié de gens. A més, la manipulacié de gens proporcionara al futur una eina
fonamental per a I'’eliminacié de malalties mortals per a ’lhome.

Parlem, per tant, un progrés molt rapid de la biotecnologia, una ciéncia que es pot
definir com a I’Us d’organismes vius, o els productes d’aquests, pel benefici huma (o
pel benefici del seu entorn) amb el fi de desenvolupar un producte o resoldre un
problema. La biotecnologia es considera com un ampli conjunt de camps importants
com la microbiologia, bioquimica, biologia molecular, biologia cel-lular, immunologia,
enginyeria de proteines, enzimologia, classificades com a técniques de la nutricid i un
ampli ventall de bioprocessos tecnologics.

Amb aquesta definicid, tot i semblar una ciéncia molt moderna, podem veure que
moltes de les aplicacions que presenta actualment la biotecnologia sén antigues
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practiques amb nous meétodes. L’ésser huma ha utilitzat organismes en el seu benefici
en moltissims processos al llarg de milers d’anys. La domesticacid d’animals com
cabres o ovelles, I'Us de microorganismes per a la fermentacid i realitzacid de pa,
formatge, iogurt, begudes alcoholiques com la cervesa i el vi, etc.

Tot i aixi, és la més innovadora de les tecnologies, i dona lloc a grans
desenvolupaments de terapies, tractaments per a nombroses malalties humanes i
animals, al disseny de tests de diagnostic per a incrementar la prevencié de malalties i
el control de la pol-lucid, la millora de molts aspectes de I'agricultura de plantes i
animals, la neteja i millora del medi ambient, el disseny de processos de
manufacturacié industrial més nets, etc. Ofereix, per tant, innumerables oportunitats
per al desenvolupament huma (sobretot dins dels camps de la nutricié, medicina i
industria), i no es pot negar que aixo pugui comportar un rebuig social/étic, degut al
perill que I'Us inapropiat pot suposar pels drets humans.

Es per aixo que tot i que és una ciéncia que presenta certs perills en cas d’Us inadequat
i molts interrogants en quant a on ens pot portar, posseeix unes cares potencialment
bones, eficaces i prometedores. M’he volgut centrar en I'Gs medic que tenen moltes
aplicacions biotecnologiques i trobar les virtuts més esperangadores i satisfactories.

2. Fent una mica d’historia...

La revolucio biotecnologica va comencar a finals dels anys setanta, quan els cientifics
van aprendre a alterar, de forma precisa, la constitucié genética dels organismes vius
mitjancant processos fora de les practiques de reproduccié tradicional.

Tot i que els sumeris i babilonis bevien cervesa des de I'any 6000 a. Ci els egipcis coien
el pa des de l'any 4000 a.C, es
considera que va ser Louis Pasteur el
pare de la biotecnologia, establint
les bases cientifiques d’aquesta,
demostrant la  capacitat de
fermentacié dels microorganismes
entre 1857 i 1876. Durant aquells
anys, Gregor Mendel va provar que
la transmissid6 dels caracters
hereditaris obeeix a normes

precises, naixent aixi la idea dels

4. Louis Pasteur, pare de la biotecnologia.

gens i al 1869, va ser aillat per
primer cop I’ADN.
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A finals del segle XIX es va comencar a treballar amb bacteris i llevats, produint
compostos organics com l'etanol, I'acid acetic, el butanol i I'acetona mitjancant
processos de fermentacié de microorganismes.

A la decada del 1940, es van aplicar complicades técniques d’enginyeria al cultiu en
massa de microorganismes per a excloure els microorganismes contaminants; per
exemple, el cultiu d’antibiotics, aminoacids, acids organics, enzims, esteroides,
polisacarids, vacunes i anticossos monoclonals.

A partir de llavors va néixer el que coneixem com a biotecnologia moderna, i van anar
fent-se nous estudis sobre les propietats fisiques de 'ADN mitjan¢ant tecniques de
difraccid dels raig X.

Rosalind Franklin, autora d’una fotografia de I’ADN mitjangant técniques de raig X I'any
1952 va ser una peca clau per al descobriment d’aquest. Watson i Crick, I'any 1953,
arrel de la feina feta per la cientifica van publicar els seus postulats de I'estructura de
la doble helix de I’ADN. Durant els seglients anys es van produir molts esdeveniments
com el desxiframent del codi genétic, el descobriment dels plasmidis bacterians, i es
desenvoluparen les tecniques de clonacié de I’ADN a partir del descobriment de I’ADN
lligasa, 'enzim que uneix fragments d’ADN.

A principis del anys 70, es va descobrir un enzim capag de tallar segments especifics de
les cadenes d’acids nucleics: els enzims de restriccid. Aquests fragments s’uneixen a
fragments d’origens diferents, per aixi poder-se formar un nou ADN anomenat
recombinant. Es a dir, els gens d’una espécie poden ser aillats, i després ser modificats
o trasplantats a céel-lules vives d’una altra espécie.

L'any 1977 es forma la primera companyia d’enginyeria genética (Genentech), fundada
per a utilitzar tots els metodes de 'ADN recombinant en I'elaboracié de productes
farmaceutics. A partir de llavors, aquest ha sigut un camp que no ha part de créixer i
desenvolupar-se.

3. Enginyeria genetica i tecnologia de ’ADN recombinant

La tecnologia genética moderna pot ser utilitzada per a modificar els genomes
d’organismes vius. Aquest procés és conegut com a enginyeria geneética. Es una
modificacié induida al laboratori, és a dir, no es produeix a I'atzar com ocorria abans.
Es per aixd que parlem d’enginyeria genética moderna.

La idea de ’'ADN recombinant va ser proposada per primera vegada per Peter Lobban,
un estudiant graduat del doctor Dale Kaiser en bioquimica de la Universitat de
Stanford. Aquesta tecnica dona lloc a la produccié de DNA mitjangant una via artificial.
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Per a facilitar I’estudi dels gens, aquests poden ser aillats i amplificats. Un metode per
a fer-ho és la clonacié del gen, inserint-lo en un altre molécula d’ADN que serveixi de
vehicle o de vector que pot ser reproduit a cel-lules vives. Quan aquests dos ADNs
d’origens diferents sén combinats, el resultat és una molecula d’ADN recombinant.

Plasmid
donor

Isolation of
bacterial plasmid

Plasmid opened
with restriction
Rgene enzyme
DNA ligase binds
ends together

Recombinant
DNA molecule

Transformation
of fresh

bacterium Chromosome

Donor gene Transcription .
mRNA Translation Protein product

5. ADN recombinant

Aguesta tecnologia utilitza una série de técniques que tenen variacions per a cada
procés en especific, perdo de manera general s’apliquen tecniques com:

e Extraccié de DNA

e Fragmentacido de I'ADN mitjancant nucleases de restriccid o amplificacié de
DNA mitjancant PCR

e Unio dels fragments d’ADN a vectors de clonacié

e Transformacid de ’ADN recombinant a una cél-lula hoste i selecci6 de cel-lules

transformades

La utilitzacié d’aquestes técniques és el resultat de I'Gs d’alguns mecanismes que han
permes la manipulacié de I’ADN. Un dels mecanismes sén els enzims de restriccié.
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3.1 Enzims de restriccio

El descobriment d’aquests ha permeés als investigadors manipular segments especifics
d’ADN, facilitant enormement I’estudi d’aquesta molécula de gran tamany.

Els enzims de restriccid, o endonucleases de restriccid, reconeixen seqliéncies de bases
especifiques a I’ADN de doble hélix i tallen a llocs concrets les dues cadenes. Van ser
obtinguts a partir d’una gran varietat d’organismes procariotes, en els quals la seva
funcié bioldgica consisteix en eliminar mitjancant la seva activitat d’endonucleasa,
I’ADN extern que pogués ingressar dins del bacteri. L’ADN propi del microorganisme no
es destrueix perque els llocs reconeguts pels seus propis enzims de restriccié es troben
metilats®.

S’han purificat i caracteritzat més de 100 enzims de restriccié. S’utilitzen per a tallar
molecules d’ADN i proporcionar fragments especifics que es poden analitzar i sobretot
manipular amb més facilitat que la molécula original.

3.2 Tecniques de transferencia o “blotting”

Les tecniques de Southern blot i Northen blot s’utilitzen per a separar i caracteritzar
ADN i ARN respectivament. L'objectiu de les dues és separar les molecules per el seu
tamany i carrega i posteriorment, la transferéncia a una membrana per a identificar un
fragment especific d’ADN o ARN particular o una proteina d’intereés.

3.3 Seqiienciacié de ’ADN

La sequlienciacié de I’ADN es realitza mitjangant métodes els quals la seva finalitat és la
determinacié de l'ordre dels nucleotids (A, C, G i T) en una molécula d’ADN. La
sequeéencia d’ADN constitueix la informacié genetica hereditaria del nucli cel-lular, els
plasmidis (bacteris), el mitocondri i els cloroplasts (en plantes) que formen la base dels
programes de desenvolupament dels éssers vius. Aixi doncs, determinar la seqliencia
d’ADN és util a I'estudi de la investigacid basica dels processos biologics fonamentals,
aixi com en camps aplicats, com el diagnostic de malalties hereditaries i la investigacié
forense.

Les tecniques actuals permeten realitzar aquesta seqlienciacié a gran escala com el
Projecte Genoma Huma.

! La metilacié és I'addicié d’un grup de metilé (-CHs) a una molécula. Es un procés fonamental per a la
regulacio del silenciament génic i per tant pot provocar alteracions a la transcripcié genética sense
necessitat de modificar la seqtiencia d’ADN. També poden ser metilades les proteines, regulant aixi la
seva funcid.
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L'analisi de la seqliencia de nucleotids s’ha establert com a una técnica
extremadament Util per a la identificacié, analisi i manipulacié directa de I’ADN
genomic. Originariament, els metodes de separacid i identificacio es basaven en
I'electroforesi en gel’ i 'autoradiografia. Tot i aixi, els recents desenvolupaments en la
tecnologia de seqlienciacié han permeés la automatitzacio i la reduccié de temps per a
la obtencié de resultats. Aixi la introduccié de substrats fluorescents permeten I'is de
sistemes de deteccid per laser. La majoria dels seqilienciadors automatitzats a
I'actualitat permeten I'obtencié de seqliencies d’uns 1.000 parells de bases en unes 24
hores. Existeixen bases de dades publiques, tals com GenBank, que subministren
nombrosos serveis online per a la identificacid, alineament i comparacié de
sequencies. Els cromosomes individuals contenen molts milers de seqliéncies, algunes
de les quals estan organitzades en gens mentre que d’altres semblen ser simplement
seqléncies flanquejants o regions espaiadores.

3.4 Reaccid en cadena de la polimerasa (PCR)

PCR (Polymerase Chain Reaction) és una de les tecniques de la tecnologia a partir de
I’ADN recombinat, descoberta I'any 1985 amb el fi de produir milions de copies d’una
seqliéncia especifica de DNA en aproximadament dues hores in vitro, si es coneixen les
seqliéncies que van a continuacié d’aquesta seqléncia blanca.

La PCR permet una amplificacié massiva d’una seqiiéncia que constitueix menys de la
milionésima part de IADN total d’un organisme superior. Es una técnica
extremadament sensible, es pot amplificar i detectar una Unica molécula d’ADN.

3.5 Clonacio de ’ADN

La primera técnica desenvolupada per a ampliar I’ADN en quantitat és coneguda com a
clonacié. Un fragment d’ADN obtingut a partir d’un organisme extern és inserit en un
vector (o transportador) compost per ADN, i el resultat obtingut (ADN recombinant) és
utilitzat per a transformar cél-lules hostes. A mesura que la cél-lula hoste es divideix, a
més de replicar el seu propi ADN, ella també replica 'ADN del vector, és a dir, 'ADN
extern. Per tant, es podrien aillar quantitats relativament grans d’aquest ADN extern.

Aguesta tecnologia, amb I'Us de totes aquestes tecniques, dona lloc a infinites
aplicacions, donant lloc a la creacid d’ Organismes Geneticament Modificats (OGM).

? 'electroforesi en gel és un grup de tecniques de laboratori emprades per aillar molecules presents en
mescles, basades en les seves propietats biofisiques tals com la mida, la forma, la carrega eléctrica o el
seu punt isoelectric. L'electroforesi en gel té usualment un proposit analitic, pero també tenen utilitat
com a técnica preparativa per a purificar parcialment molécules abans d'emprar altres técniques com
I’espectrometria de masses, la clonacié, la seqiienciacié d’ADN, etc.
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4 Organismes geneticament modificats

4.1 Que son?

La OMS defineix els organismes genéticament modificats (OGM) com a organismes en
els quals el material genetic (ADN) ha estat alterat d’'una manera artificial. La
tecnologia genetica, permet transferir gens seleccionats individuals d’un organisme a
un altre, també entre espeécies no relacionades.

Els organismes transgenics son organismes geneticament modificats que tenen inserit
un tros d’ADN al seu genoma d’una altra espécie. Es per aixd que tots els transgeénics
son genéticament modificats pero no tots els OGM sdén transgenics. Els gens també
poden ser inhibits per a que no
expressin determinades
caracteristiques i no
necessariament han de tenir
introduits trossos d’ADN d’altres
especies dins del seu genoma.

{

"

. . b
Els organismes transgenics han =
estat obtinguts a partir d'una g, ,—’/;
N . g N . o
tecnica utilitzant cel-lules vives, 3 %
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suficient per a obtenir, modificar o

millorar un producte, o
croorgunisme ¥

desenvolupar un microorganisme

amb proposits de recerca especifics.
6. Polémica dels GMO

4.2 Aplicacions dels GMO

A l'actualitat, I'aplicacié de la tecnologia de I’ADN recombinant és molt extensa, i
afecta a tots els sectors de la produccio;

-en agricultura i ramaderia: planes i animals transgenic, clonacions
- en alimentacid: aliments transgénics
-en industries: biocombustibles, biosensors, etc.

- en el medi ambient: tractament de residus, conservacié de genomes, etc.
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-en medicina i farmacologia: terapia genica, noves vacunes, etc.

Aguesta habilitat de transformar gens en plantes ha donat lloc a la creacié de
caracteristiques agronomiques com la resistencia a herbicides o a insectes i a les
primeres espécies transgéniques; blat de moro, soja i cotd. Els investigadors han
introduit gens procedents de bacteris a trossos de ADN per a protegir la planta contra
plagues i malalties, i aixi també reduint I'aplicacié de pesticides.

Un exemple d’espécie transgenica creada amb proposits comercials, amb el fi
d’augmentar el contingut nutricional dels aliments, és el cas de I'arros daurat; un arros
modificat creat per a lluitar contra la malnutricid. Esta modificat per a que produeixi
grans quantitats de beta-caroté, una provitamina que l'organisme converteix en
vitamina A. Segons afirmacions recents, 500.000 nens de tot el mén queden cecs cada
any degut a una caréncia de vitamina A. Actualment, els treballadors sans porten dosis
d’aquesta vitamina d’un poble a I'altre per a combatre la ceguera. El simple fet d’afegir
el nutrient a la reserva d’aliments pot resultar molt més eficag i, en teoria, molt més

efectiu.
Frijoles Hongo Aspergillus Arroz silvestre Harciso
S \
] ’ |

El gen de la ferretina El gen de la fitasa El gene de la Las enzimas para la
es transferido hacia es transferido hacia metalotionina es sintesis de betacaroteno
el arroz desde los el arroz desde un transferido al arroz son transferidos hacia el
frijoles. hongo. desde una variedad arroz desde el narciso.

ilvestre.

T = ST = T )
] B e — - -
La proteina Elfitato, que inhibe la La proteina metalotionina El betacaroteno, un
ferretina incrementa reabsorcion del hierro, provee de azufre extra para precursor de la vitamina
el contenido de hierro s destruido por la incrementar la captacion de A, es sintetizado.
en el arroz. enzima fitasa. hierro.

7. Arros daurat

No obstant, tot i que els aliments modificats geneticament sén prometedors, tenen les
seves limitacions. Per exemple, la provitamina a I'arros daurat, ha de ser dissolta en
greix abans de que pugui ser utilitzada per I'organisme. Pot ser que els nens que
mangquen de greix a la seva dieta no aprofitin tots els beneficis d’aquest arros enriquit.
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4.3 Els transgénics a I’actualitat

Quan a I'organisme en quliestido no només se li modifica el material geneétic sind que se li
afegeix un tros d’un altra espeécie parlem d’organismes transgenics. Pot ser, per tant,
gue una planta tingui un gen inhibit i no produeixi una proteina i llavors seria GM o
que la planta tingui, per exemple, un gen d’un bacteri per a que produeixi una altra
proteina, i llavors seria transgenica.

L'increment d’Us d’animals transgenics a Europa és a causa del increment d’Us que
estan tenint en recerca biomedica basica. Aquests, sén majoritariament ratolins
modificats per a que expressin gens addicionals.

Tot i que no tots els paisos ofereixen estadistiques sobre el nombre d’Us d’animals
geneticament modificats, sabem que aquesta tecnologia s’ha disparat de manera que
els nombres de ratolins i altres animals transgenics sén cada vegada més utilitzats.

Les tecniques de ADN recombinant (enginyeries genética, proteica i metabolica) han
donat lloc a la produccié d’'un gran nombre de peptids, proteines i productes
bioquimics procedents naturalment de cel-lules que abans no els produien. Aquesta
tecnologia, que té aproximadament uns 25 anys, esta convertint-se en una de les
tecnologies més importants desenvolupades aquest segle.

5. Biomedicina i transgenics

Podem per tant afirmar que es poden modificar també els genomes amb proposits
medics, que la modificacié genetica és capag de millorar la nostra qualitat de vida, ja
gue aquesta tecnologia té també unes aplicacions importants, Utils i potencials en el
camp de la medicina.

Fa ja molts anys que les malalties humanes es consideren el producte de la interaccié
d’entre un component de predisposicié genética i un medi ambient desencadenant.

La importancia de la genética de cada individu en el desenvolupament d’una malaltia
ha fet que cada vegada més s’utilitzi la genética molecular en les activitats cliniques
guotidianes; tant és aixi que s’estan introduint técniques moleculars per a diagnostics i
la terapia génica és cada vegada més utilitzada com a tractament alternatiu per a
algunes malalties.

Tot i aixi, crida I'atencié el poc que I'ambient médic coneix totes les técniques que
sorgeixen de la biologia molecular, molt utilitzades actualment en investigacio.
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Sens dubte, un dels avencos que s’ha obtingut aquests ultims anys i un dels més
prometedors dins de la investigacié biomedica ha sigut el desenvolupament d’animals
transgenics i d’animals knock-out’.

5.1 Aplicacions meédiques

Utilitzant les noves tecniques de I’ADN recombinant, les aplicacions que donen lloc
dins del camp de la medicina sdn infinites, que es poden separar en grans grups:

=  Nutricio i salut: la biotecnologia moderna pot contribuir a disminuir els
problemes de desnutricid, atenuant caréncies nutricionals i millorant
I'estat de salut de les persones afectades. També pot contribuir a
solucionar problemes especifics que afecten a grups de persones, com és
el cas de determinades al-lergies o les persones diabétiques, o a reduir el
contingut de compostos toxics als productes de consum habitual.

= Diagnostic: una de les aplicacions de major impacte de la tecnologia de
I’ADN és en desenvolupament de noves técniques per al diagnostic clinic.
Aix0 ha permes comptar amb tecnologies més eficients i nous metodes
per al diagnostic de malalties infeccioses i genetiques. Entre aquestes es
troben:

- les técniques de base immunologia basades en la reaccié antigen-cos. Els anticossos
monoclonals tenen la propietat d’unir-se a I'antigen de manera molt especifica amb la
qual els metodes d’analisis i diagnostic desenvolupats a partir d’ells sdn molt precisos
(técnica ELISA, citometria de flux, immunofluorescéncia, etc.)

- les técniques de base geneética com la reaccid en cadena de la polimerasa (PCR) que
permet amplificar petites fraccions d’ADN per al seu posterior analisi.

. Biofarmacs: entre els biofarmacs, es troben aquells que compleixen una
funcioé de substitucié de molecules naturals com és el cas d’hormones,
interferons, factors de coagulacié, la uroquinasa, els anticossos
monoclonals i els antigens per immunoterapies.

. Vacunes: la tecnologia de I’ADN recombinant ha permes la invencié
d’una nova generacio de vacunes: les recombinants i les d’ADN. També
s’apliqguen tecniques d’enginyeria genética per a eliminar o inactivar
selectivament, els gens de la viruléncia d’un agent infecciés mantenint
I’habilitat de provocar una resposta immune.

. Nous antibiotics: a partir de la identificacid de substancies produides
per microorganismes, plantes i animals amb propietats antibiotiques

S’anomena knock-out a la tecnica biotecnologica que consisteix en inhibir un gen amb el proposit de
veure |'efecte que tenia aquest a I'organisme.
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amb rellevancia clinica, és possible incrementar la seva accid
antibiotica, alterant la seva composicié molecular.

. Nous tractaments: les immunoterapies es basen en el control de la
resposta immune a través de I'aplicacié d’anticossos monoclonals per a
la prevenci6 de malalties virals, al tractament de malalties
autoimmunes i contra el cancer per a reduir la resposta immune evitant
el rebuig al transplantament, etc.

Les terapies geniques busquen inhibir I'expressié d’un gen o la inactivacié del seu
producte o substituir un gen inactiu per un copia funcional que s’expressi i sintetitzi la
proteina necessaria.

Ja que és un camp, tot i la seva poca edat, molt estés i en desenvolupament continu,
ens centrarem a explicar detalladament algunes d’aquestes aplicacions esmentades,
les més esteses i utilitzades fins al moment.

5.2 Biofarmacs

e Que son?

El terme “biofarmaceutic” va ser utilitzat per primera vegada I'any 1980 i es va utilitzat
per a descriure una classe de proteines terapéutiques produides per técniques
biotecnologiques modernes, especificament per vida de la enginyeria genética. Aquest
terme pot també referir-se a altres macromolécules, per exemple, productes basats en
I’acid desoxiribonucleic (ADN) o acid ribonucleic (ARN) o inclts una cel-lula completa.

Tot i que el terme no va ser establert fins al cap d’uns anys, des de 1950 s’han anat
investigant les proteines produides naturalment al cos huma i les seves aplicacions
terapeutiques. Alguns exemples poden ser els interferons i les interleucines, els factors
de creixement, etc. Després de tot, les proteines sén els principals components de les
funcions cel-lulars. La informaci6 emmagatzemada a I"ADN dirigeix la maquinaria
sintetitzadora de proteines de la cél-lula per a produir proteines especifiques
requerides per a l'estructura, regulacié i funcié d’aquesta.

e Obtencio de biofarmacs

Els farmacs coneguts i utilitzats avui en dia sén obtinguts a partir de nombroses vies, ja
siguin naturals o sintétiques. Es indubtable el fet de que durant varies décades el
desenvolupament de farmacs s’ha enfocat primordialment cap a la creacid i
manufacturacié de petites molecules d’origen sintéetic, no obstant, aquesta tendeéncia
comenca a desviar-se cap a un altre cami: el desenvolupament de biofarmacs.
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L'Gs de proteines terapeutiques o biofarmacs per al tractament de diverses malalties
ha anat creixent els ultims 30 anys, a més, aproximadament un de cada quatre dels
nous farmacs que es llancen al mercat és un biofarmac. Aquests, és poden definir com
a molecules biologiques amb fins terapéutiques obtingudes a partir d’organismes vius,
ja siguin bacteris, fongs, cel-lules animals, llevats, entre altres.

Encara que el potencial farmaceutic d’aquestes molécules reguladores va ser
generalment apreciat, I'Us amb fins terapéutics resultava poc practic degut a les
petites quantitats que s’obtenien per mitjans naturals. L’arribada de la tecnologia de
’ADN recombinant va superar molts dels limits que existien i va marcar el
comencament d’una nova etapa de les ciéncies farmaceutiques. Actualment, podem
afirmar que tot i I'increment en la demanda, I'Us de proteines terapéutiques encara es
troba a la seva etapa inicial.

Els productes farmacéutics i els enzims industrials van ser els primers productes
biotecnologics al mén del mercat fets mitjancant ADN recombinant. Tot i els
importants avencos en I’ADN recombinant i les seves aplicacions en cel-lules de
mamifers, els llevats continuen representant hostes atractius per a la produccio de
proteines. Tant és aixi que s’han desenvolupat massivament al llarg d’aquests ultims
anys i actualment existeixen més de 10.000 companyies farmaceutiques produint en
total uns 5.000 biofarmacs.

e Comenga la revolucio

Podem dir que els biofarmacs han revolucionat la medicina actual. Els anticossos
monoclonals, les vacunes modernes i la terapia genica estan augmentant els seus
camps en la biotecnologia moderna, especialment en les arees de salut humana. Tot i
aixi, el fet de treure al mercat un producte com aquests comporta una enorme
guantitat de temps en investigacié i recursos que fan el procés dificil i que comporta
gue una gran quantitat d’aquests medicaments no arribin mai a veure la llum al
mercat.

Tot i aixi, el cost de la produccié d’aquests biofarmacs, utilitzant sistemes d’expressio
de mamifers és molt alt. Encara aixi, mirant el nombre de medicaments aprovats pels
Estats Units i/o la Unid Europea, al 2013 hi havia 20.

No només es troben dificultats en relacid a la seguretat, cost i eficiencia durant el
desenvolupament de biofarmacs, sind també presenten dificultats relacionades amb la
produccié d’aquests mateixos. El disseny i la producciéd van molt lligats, ja que les
caracteristiques del farmac han de ser definides breument, ja que d’aquesta
informacié dependra a gran mesura la ruta de produccié i el desenvolupament del
metode d’obtencid a escales majors.
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Aquesta revolucio biotecnologica dona lloc a la recerca, desenvolupament, produccid i
inclus marketing dels processos o medicaments. Poderosos i nous instruments,
juntament amb la biotecnologia, han desencadenat noves disciplines cientifiques (les -
omiques: genomiques, protedmiques, etc.), que fan possible I’'examinacié i exploracid
del comportament de les proteines i molécules.

Encara que a l'actualitat es troben en Us clinic gairebé un centenar de productes
biofarmaceutics, es calcula que més de 60 milions de persones s’han beneficiat ja
d’aquests productes d’un mercat global d’uns 12.000 milions d’euros. Aquest mercat
esta en un creixement continu, la tecnologia de I’ADN recombinant ha tingut un gran
impacte positiu en la produccié de proteines farmacéuticament importants, superant
aixi problemes com la disponibilitat de fonts, la seguretat del producte i proveeix un
alternativa a I'extraccié directa de fonts inapropiades o perilloses (fluids humans i
animals) i facilita la generacid de proteines recombinants terapeutiques que
presenten avantatges respecte les natives.

Es per aquests motius que s’estima que aproximadament 500 productes es troben a
assajos clinics. La majoria d’ells es destinen al cancer i a les malalties cardiovasculars i
infeccioses. Encara que molts d’aquests productes imitaven als compostos naturals,
cada vegada sén més aquells en els que se’ls introdueixen mutacions per enginyeria de
proteines per a millorar la seva eficacia terapéutica. Gairebé tots els productes son
proteines tot i que, poc a poc, es van comencant a comercialitzar productes basats en
acids nucleics, com vacunes d’ADN, oligonucleodtids antisentit i ribozims.

e Avantatges i aplicacions

Sén molts els avantatges que ofereix la tecnologia de I’ADN recombinant, no només
permet la produccidé de proteines a gran escala utilitzant la mateixa metodologia, siné
també permet realitzar modificacions genetiques a les mateixes, fet que proveeix
clares avantatges sobre les modificacions quimiques. Les proteines generades
mitjangant I’enginyeria genetica son biocompatibles i biodegradables i les preparacions
finals no posseeixen contaminants que puguin ser nocius pel pacient.
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5.3 Produccid de proteines “recombinants”

La produccié en gran quantitat de les proteines d’interés dona lloc als seglients passos:

1) Identificacid i clonacié del gen d’interes

2) Eleccié del sistema d’expressié adequat

3) Clonacié del gen d’interés en un vector compatible amb el sistema
d’expressioé escollit

e Expressio dels gens

La comunitat cientifica busca resoldre els reptes que implica I'expressié de proteines.
Donat l'inspirador desenvolupament i els avencos en la descodificacié dels genomes,
I'expressié dels productes dels gens en proteines funcionals, en especial amb
rendiments elevats, continua sent un repte complex.

Les caracteristiques particulars de cada un dels teixits del nostre cos, depenen de les
proteines, que son expressades pels gens que tenim al nucli de les nostres cél-lules.

Podem dir, per tant, que les malalties de base genética sén el resultat d’'una expressio
incorrecta d’aquests gens especifics que codifiquen tals proteines.

Quan diem “expressié incorrecta” pot ser:
-expressio erronia de les proteines

-expressio de la proteina adequada en un lloc equivocat (falla en I'expressid
histoespecifica)

-expressio de la proteina adequada perd a deshora (falla en [I'expressio
cronoespecifica)

-expressio d’una proteina adequada pero en quantitats anormalment altes o baixes.

Aguestes anormalitats son el resultat de mutacions a qualsevol regié del gen, sigui una
regid codificant o no.

Sén, llavors, els gens, els que tenen les seqiiéncies que regulen I'expressié d’aquestes
proteines, la seva funcié adequada, la seva expressié en el lloc i temps correctes i en la
seva quantitat justa.

Les mutacions que es produeixen en les regions codificants del gen, donen com a
resultat la formacid de proteines no funcionals o amb una funcié alterada.

Les mutacions en les regions reguladores del gen (els resaltadors i promotors), alteren
el control transcripcional adequat del gen, donant com a resultat modificacions en la
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guantitat de proteina sintetitzada (en excés o en defecte), aixi com alteracions de la
histoespecifictat i cronoespecificitat.

L’expressid de proteines requereix dues decisions importants inicials: la seleccié de
I'estratégia de clonacié i la seleccid del tipus de cél-lula que s’utilitzara per a
I’expressid. Aixi mateix afegeix a altres requeriment la recerca d’un alt rendiment, com
la necessitat de metodes facils i factibles per una clonacié rapida i aillament de
proteines.

e Sistemes d’expressio

L'expressid genica és el procés mitjancant el qual tots els organismes procariotes i
eucariotes transformen la informacié codificada als acids nucleics en les proteines
necessaries per al seu desenvolupament i funcionament.

Actualment, ha augmentat la demanda per a produir més proteines i en menys temps.
Per un costat, des del moén de la investigacié es necessita confirmar les hipotesi sobre
la funcié i estructura dels gens. Per altre, la indUstria demana proteines actives per al
seu Us en biotecnologia i recerca de nous farmacs. D’aquesta manera, cada vegada es
produeixen més molécules o proteines en sistemes biologics per a utilitzar com a
armes terapéutiques i vacunes.

Un sistema d’expressié és la suma dels factors que treballen junts per a fabricar un
producte determinat del gen, pot ser una proteina, una particula d’ARN, etc. Compta
amb un gen, codificat per I’ADN, i amb la maquinaria necessaria per a transcriure i
traduir la informacié. En aquest sentit, cada cél-lula al cos huma és un sistema
d’expressié. Tot i aixi, el terme es refereix generalment a |’expressid genica al
laboratori.

Molts medicaments fets a partir de proteines recombinants sén produits per varis
sistemes d’expressio.

Els sistemes cel-lulars d’expressié de gens heterolegs’ s6n generalment sistemes
biologics procariotes o eucariotes. Per a seleccionar un sistema optim d’expressid
s’han de tenir en compte la productivitat, bioactivitat i les caracteristiques
fisicoquimiques de la proteina d’interés, el cost i la bioseguretat del sistema.

Els sistemes d’expressid procariotes sdn generalment molt més facils per a treballar i
son utils en la majoria de les aplicacions. L’Escherichia coli ha estat sempre preferit per
a la produccié de proteines recombinants, ja que ofereix molts avantatges, incloent un
index de creixement més alt, requereix poc material, és facil de manejar, proporciona

4 . . . . .z
Es refereix a aquells gens que tenen diferent origen i funcié.
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una produccié alta i és de baix cost. Els llevats (Saccharomyces cerevisiae, Hansenulla
polymorpha i Pichia pastoris) son també molt comuns per a la produccid, ja que com la
E. Coli, creixen rapid i sén facils de manejar i accepten varies manipulacions
genetiques.

8. Escherichia coli 9. Saccharomyces cerevisiae

Tot i aixi, presenten importants limitacions per a expressar proteines eucariotes
completament funcionals. Aix0 és degut a que no realitzen sobre les proteines la
majoria de modificacions que realitzen les cél-lules eucariotes i que permeten a les
proteines plegar-se de manera correcta per a ser plenament funcionals. Per exemple,
el bacteri E. Coli no realitza la N-glicosilacié ni la O-glicosilacié®, modificacions basiques
a les glicoproteines d’organismes eucariotes superiors.

Les proteines recombinants produides en llevats es pleguen correctament i es
glicosilen en una certa extensid, similar a la que s’expressen en les cel-lules de
mamifers.

Els sistemes d’expressié eucariotes son més complexes i se solen utilitzar quan no
s’aconsegueix una expressié optima mitjancant els sistemes d’expressid procariotes.

Aguests sistemes d’expressié influeixen altament sobre les condicions de cultiu
optiques per a l'expressido de la proteina recombinant, donat que els hostes i els
vectors d’expressié presenten diferents nivells de produccié d’'una mateixa proteina
recombinant sota condicions de cultiu idéntiques. Els sistemes d’expressidé bacterians
han estat utilitzats i segueixen sent ampliament usats en la indUstria.

5 . . . s , T . N .. ;. \
La glicosilacid és el procés enzimatic que uneix sacarids a les proteines, lipids o altres molecules
organiques.
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6. Biotecnologia microbiana

Donada la gran expansid de la biotecnologia en aquest camp, m’he decidit centrar en
els actuals avencos médics realitzats a partir de microorganismes.

La modificacié genética d’un organisme és un tema molt complex i ampli. Tot i que hi
ha actualment aplicacions d’animals i vegetals transgenics, que produeixen
determinats productes per a la fabricacié de farmacs, em centraré en la utilitzacié de
bacteris i llevats.

Es per aixd que abans de entrar en aquestes aplicacions transgéniques, faré una
introduccio teorica.

6.1 Que son els microorganismes?

Els microorganismes sén diminuts organismes que només podem veure mitjancant
microscopis. Tot i que els més abundants sén els bacteris, també existeixen els virus,
els fongs, -com els llevats-, les algues o els organismes unicel-lulars, els protozous.

Els bacteris porten més de 3.500 milions d’anys a la Terra i sén molt més nombrosos
que els humans. Es calcula que representen el 50% de la matéria viva del nostre
planeta. Només s’han identificat, cultivat i estudiat al laboratori, menys d’un 1% de
tots els bacteris. Ens trobem literalment rodejats d’ells; viuen a la nostra pell, la boca,
intestins, a l'aire i a cada superficie que toquem.

L'Gs aquests microorganismes com a eines biotecnologiques depéen de la seva
estructura cel-lular; tant en estat natural com modificats genéticament, sén molt Utils.

6.2 Aplicacions dels microorganismes

a) Enzims microbians

Aquests, s’han utilitzat en aplicacions que van des de la produccié d’aliments dins a la
investigacid en biologia molecular. Donat que els microbis sén una font d’enzims, un
dels primers usos que van tenir va ser en la biologia molecular les ADN polimerases i
els enzims de restriccid.

Aillats primerament de la E. Coli, les ADN polimerases s’utilitzaven en un gran nombre
de técniques amb ADN recombinant, com per exemple, el marcatge de seqliencies
d’ADN per a investigacio.
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b) Creacié de proteines terapéutiques

A més de ser utils per a duplica I’ADN, els bacteris sén utilitzats amb freqiiéncia per a
produir proteines en massa.

Hi ha moltes proteines terapéutiques amb aplicacions molt valuoses pera tractar
malalties dels éssers humans que sén expressades i aillades de bacteris. Un dels
sistemes d’expressié bacterians més utilitzat és I’Escherichia Coli (E. Coli), el qual és
regularment la primera opcié al moment d’escollir el sistema. Es el més utilitzat a
escala industrial, de fet, produeix la mitat de les proteines comercialitzades
actualment.

Els biofarmacs aprovats desde 2004 a 2013 eren sobretot obtinguts de cel-lules
mamiferes (56%); E. Coli (24%); S. Cerevisiae (Llevat) (13%); Animals i plantes
transgeéniques (3%) i cel-lules d’insectes (4%).

Un dels exemples més nombrats i importants d’aquestes aplicacions de proteines
recombinants per a usos medics és el cas de la insulina.

6.3 Produccio d’insulina recombinant

e Que éslainsulina?

La insulina és una hormona produida per les
cel-lules beta del pancrees ijuga un paper molt
important en la regulacié del metabolisme dels
carbohidrats i greix al cos. La insulina humana
esta composta per 51 aminoacids i té un pes
molecular de 5808 Da. Es sintetitzada com un
Unic polipeptid, conegut com a preproinsulina a
les cél-lules B del pancrees. Aquesta, va al
reticle endoplasmatic on passa a ser

proinsulina. Alla, també es plega de manera que 10. Estructura molecular de la insulina
forma 3 ponts disulfur i és transportada cap a la

cara trans de l'aparell de Golgi, on és convertida en insulina activa per les
endopeptidades. D’aquesta manera, la insulina madurada, conforma una cadena
de 21 aminoacids (A-chain) i una altra de 30 aminoacids (B-chain).
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aconseguides.

Actualment, la insulina és produida sobretot a partir d’E. Coli i S. Cerevisiae per al
tractament de pacients amb diabetis.

e Historia de la insulina

Des de comengaments dels anys 20, els pacients amb diabetis han estat tractats amb
insulina, que llavors era obtinguda de pancrees de bovins o porcs. La seva seqliéncia,
pero, no és exactament la mateixa; la insulina del porc té un aminoacid diferent. La del
toro, en té tres. Dos anys després del descobriment de la diabetis es va incorporar la
insulina com a tractament. Per una part, eliminava el sindrome principal de la malaltia
del sucre, perd també tenia efectes secundaris no desitjats. Aixi, alguns diabétics
desenvolupaven al-lérgia a la hormona animal, ja que era una proteina exogena per al
sistema immunitari, contra la qual es podien formar anticossos.

La solucié podria ser convertir la insulina de porc, amb I'ajut d’enzims, en insulina
humana. Els investigadors de Hoechst Inc. van trobar, a principis dels anys 1980, una
manera de fer-ho, pero treballaven diariament amb gairebé 12.000 pancrees de porcs
de més de 100.000 animals d’escorxador.

El desenvolupament en el camp de la enginyeria genética va fer possible la produccié
d’insulina en el bacteri de la E. colii en el llevat de cervesa, S. cerevisiae al 1979.

28



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

e Utilitzacid de la insulina

Si hi ha una alteracioé en la funcié de la insulina (per malaltia del pancrees, per I'edat o
per un estil de vida poc saludable), la quantitat de glucosa en sang pot augmentar
perillosament. Valors molt elevats de glucosa provoquen deshidratacid, doncs el cos
intenta eliminar I'excés de glucosa amb la orina. El valor del pH canvia drasticament a
la sang i les cel-lules es veuen afectades.

La diabetis és la malaltia niumero 1 de la civilitzacié, amb caracter d’epidemia mundial.
L'index de pacients diabetics esta pujant de manera alarmants, conseqlientment, la
necessitat d’insulina es calcula que incrementara a més de 16000kg/any i la
productivitat actual d’administracié d’insulina no sera suficient. A més, seria optim el
desenvolupament de l'administracié de la hormona per una via alternativa, més
practica, com per exemple oral o per inhalacio.
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12. Produccio6 d'insulina recombinant
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6.4 Produccié de Somatostatina (hormona del creixement)

e Que és la somatostatina?

La Somatostatina és una hormona, més coneguda com la hormona del creixement
(growth hormone, GH), que estimula el creixement dels ossos i del teixit muscular, i ha
estat extremadament dificil d’extreure a partir d’animals; per a aillar 0,005g de la
hormona, es requereixen mig milié de cervells d’ovelles.

Mitjancant la clonacié del gen huma de la somatostatina en bacteris, aquesta mateixa
quantitat pot ser obtinguda a partir de 9 litres de mitja de fermentacid de
microorganismes transgenics. Un de cada 5.000 nens experimenta dwarfisme,
I'enanisme resultant del déficit de la hormona de creixement; per aixd, una
disponibilitat comoda d’aquest producte biofarmacéutic suposa un benefici immens
per aquests nens. Les ventes anuals sén actualment d’aproximadament 100 milions de
dolars.

e Futur de la hormona

Es possible que arribi a desenvolupar-se un gran mercat sobre la base de I'evidéncia de
gue durant els Ultims anys s’ha detectat que la somatostatina és capac¢ d’incrementar
la massa muscular en individus normals, una disminuir del greix corporal, augmentar la
densitat oOssia i els nivells energetics i millorar la funcié del sistema immune, unes
propietats que ja estan sent aprofitades per alguns atletes. També existeixen dades
indicatives de que I'administracié regular d’aquesta hormona pot millorar la qualitat
de vida de les persones ancianes. A part, s’"ha demostrat que contribueix a I'augment
de pes de porcs i vaques i estimula la produccié de llet a les vaques.

Encara que s’ha obtingut en quantitat exitosament en organismes procariotes, la
bioactivitat obtinguda d’aquesta manera ha estat escassa.
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7. Vacunes

Segons la Organitzacid Mundial de la Salut, cada any moren més de 17 milions de
persones per malalties infeccioses, sobretot en els paisos subdesenvolupats. L’'Us
d’antibiotics i vacunes ha demostrat ser molt efica¢ pel tractament de nombroses
malalties infeccioses del home causades per microorganismes. Tot i aixi, els patdogens
(microbis causants d’una malaltia) resistents a la majoria d’antibiotics i vacunes
utilitzats per la gent, han augmentat i posen en dubte I’eficacia d’aquests. Les malalties
infeccioses causades per microbis ens afecten a tots, i son responsables d’'un 60% de
les morts de nens menors de quatre anys a tot el mén.

7.1 Com treballa el sistema immunitari?

El sistema immunologic de I'home i dels animals és realment complex. Nombroses
cél-lules de tot el cos treballen conjuntament de manera complexa per a reconeixer
materials externs que entren al nostre cos, preparant I'atac a aquells que els neutralitzi
o destrueixi.

Les substancies estranyes que estimulen la resposta, s"anomenen antigens, i s’inclouen
tots els bacteris, fongs, virus o molécules individuals com les proteines, lipids que es
troben al pol-len. En general, el sistema immunologic respon als antigens fabricant
anticossos. Aquesta resposta es coneix com immunitat mitjancada per anticossos.
Quan els limfocits B es troben exposats als antigens, un tipus de globuls blancs o
leucocits, reconeixen al antigen i s’uneixen a ell.

Els limfocits T tenen un paper essencial a I’hora d’ajudar a les cél-lules B a reconeixer i
respondre a I'antigen. Després de trobar-se exposades a I'antigen, les cel-lules B es
diferencien per formar cel-lules plasmatiques, que produeixen i segreguen anticossos.
La majoria dels anticossos sdn alliberats al corrent sanguini.

Un dels principals objectius de la produccié d’anticossos és proporcionar una proteccid
duradora contra els antigens, durant el procés de desenvolupament de les cél-lules B,
algunes d’aquestes cél-lules es converteixen en cel-lules “memoria”, que tenen la
capacitat de reconeixer cossos estranys anys més tard, i responen davant d’ells
creixent i produint més cel-lules plasmatiques i anticossos que doten a I'organisme
d’una proteccio a llarg termini contra els antigens.

Cada anticos protegeix contra un antigen especific per el qual va ser fabricat, i
aquestes proteines tenen diverses maneres de respondre davant d’aquests.
S’anomenen anticossos policlonals, perqué cada un deriva de diferents linies de
cel-lules B.
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Molts anticossos s’adhereixen i cobreixen I'antigen, de manera que sén engolits per els
macrofags, cel-lules molt eficaces en la fagocitosi. Després, sén degradats pels
lisosomes. Alguns, quan detecten que l'antigen és una cel-lula estranya, posen en
marxa una serie de mecanismes per trencar-la (lisis cel-lular).

Estem, per tant, continuament exposats als antigens, pels quals el nostre sistema
immunologic desenvolupa anticossos, perd a vegades, la produccid6 natural
d’anticossos no és suficient per a protegir-nos de patogens com la verola, el virus de
I’'hepatitis i el VIH. La biotecnologia pot ajudar al sistema immunologic mitjangant
vacunes.

7.2 Tipus de vacunes classiques:

Sén parts de patogens o organismes complets que estimulen al sistema immune per a
que fabriqui anticossos de reserva i cel-lules de memoria immunes que puguin
treballar quan estiguin exposades al patogen real, en el cas de que ocorri.

7.2.1 Vacunes atenuades
Les vacunes atenuades requereixen la utilitzacié de bacteris o virus vius i debilitats. La
principal caracteristica que presenten és que els agents immunitzants poden replicar-
se a I'organisme sense causar la malaltia. Aquestes vacunes proporcionen, en teoria,
una vacunacio ideal de llarga duracié i molt intensa, ja que donen lloc a una infeccid
similar a la natural.

7.2.2 Vacunes inactivades
Les vacunes inactivades es fan utilitzant al microorganisme sencer mort o inactiu
mitjangant diversos metodes fisics i quimics, com la calor.

En comparacié amb les vacunes atenuades, no presenten el risc de desencadenar la
malaltia després de la vacunacid. La resposta immunitaria provocada per aquest tipus
de vacunes sol ser menys intensa i duradora i presenta la necessitat d’administrar
varies dosis de record per aconseguir una immunitzacié completa.

7.2.3 Vacunes de subunitats
Les vacunes de subunitats, que es fabriquen injectant porcions d’estructures virals i
bacterianes, molt sovint proteines o lipids del propi microbi. Aquestes vacunes
s'acostumen a utilitzar quan han estat aillats els components responsables de la
patogenicitat de l'agent infecciés, ja que d’aquesta manera s’evita el risc de
desencadenar la malaltia.
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7.3 Vacunes modernes

Encara que la majoria de les vacunes actuals consisteixen en els tres tipus de vacunes
classiques anteriors, les investigacions que es porten a cap actualment aposten per
vacunes més segures i capaces de desencadenar una resposta immunologica eficacg i
duradora. Els avencos en biologia molecular i en concret amb el desenvolupament de
la tecnologia de I’ADN recombinant, han permeés el disseny de noves vacunes.

Fins fa pocs anys, la sintesi quimica de I'antigen i I'aillament de la proteina antigénica a
partir de la seva font natural eren els Unics métodes disponibles per a la obtencié de
components immunitzants a les vacunes.

a) Vacunes atenuades mitjangant modificacié genética

La tecnologia de la genética inversa® ha permeés el desenvolupament de vacunes
recombinants mitjancant la identificacié al genoma de zones relacionades amb
fenotips virulents i mutants. Aixi, s’han desenvolupat virus i bacteris modificats
geneticament de manera que els seus gens relacionats amb la patogénia es troben
modificats o eliminats. Encara que les técniques d’enginyeria genética son les
mateixes per a la modificacié d’un virus i bacteris, la modificacié dels bacteris és
mes complexa deguda al seu gran tamany del genoma. Les vacunes atenuades
mitjancant la mutacié genética es troben actualment en fase experimental.

'S b

1. Aislamiento 2. Secuenciacion y expresion de parte 3. Diseno de un patégeno
del fragmento del ADN del patdgeno, y posterior sin el fragmento de ADN
de ADN del caracterizacion de las propiedades responsable de la patogenia
patégeno (gen) patogénicas de la proteina

13. Vacunes atenuades mitjancant la modificacié genética

®la genetica inversa és una disciplina genetica en la que, partint del coneixement d’un fragment d’ADN
clonat o seqlienciat, investiga la seva funcio biologica, alterant aquest ADN mitjangant mutacio,
generalment a nivell massiu. Per tant, és la utilitzacid d’eines de geneética per a identificar gensi les
seves funcions a partir de la seleccié de mutacions. Una vegada caracteritzat el gen d’interes, es poden
utilitzar tecniques d’ADN recombinant per a desenvolupar noves vacunes.
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b) Vacunes sintetiques

Les vacunes sintetiques consisteixen en la copia de la seqliéncia genotipica que conté
informacié sobre les proteines antigeniques procedents de patogens, i la seva sintesis
posterior mitjancant métodes quimics. Les proteines bacterianes o virals amb capacitat
antigenica presenten multiples fragments que determinen la seva especificitat i
activitat, perdo un sol nimero limitat d’aquestes esta relacionat amb una resposta
protectora eficagc. Mitjangant I'enginyeria genetica i la utilitzacié d’anticossos
monoclonals, és possible identificar fragments amb capacitat immunologica i
posteriorment sintetitzar-los quimicament, fent que adoptin una configuracié espacial
adequada per a poder ser reconeguts pel sistema immunologic de I'individu.

La sintesi o produccié de proteines complexes és una estratégia que permet
augmentar la immunogenicitat’ de fraccions proteiques antigéniques. Ha estat
utilitzada amb la malaria i el péptid gp120 del virus del sida.

00Tot i que s’ha avancat molt en la quimica de les proteines, la principal desavantatge
d’aquesta tecnica consisteix en els péptids sintetitzats posseeixen una configuracié
estructural lineal a I’espai, caracteristica que rarament es dona als peptids presents de
manera natural a la naturalesa. Els anticossos solen reconeixer les estructures
tridimensionals i resulta més complicat que detectin les estructures lineals. Es per
aquest motiu que les caracteristiques de les proteines dels antigens sintetitzats
guimicament poden no ser les mateixes que les dels antigens naturals, resultant, per
tant, una pérdua d’activitat de la vacuna.

o, N
S - S

1. Aislamiento 2. Secuenciacién 3. Sintesis quimica
del fragmento de ADN del fragmento de ADN del péptido
del patégeno del patégeno

14. Vacunes sintétiques

7 . . . . P . . . . .
S’anomena immunogenicitat a la capacitat que té el sistema immunitari de reaccionar davant un
antigen, un estimul bioquimic de naturalesa generalment proteica.
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c) Vacunes de subunitats o recombinants

Una vacuna de subunitats o recombinant és un plasmidi bacteria dissenyat per a
expressar un gen (o gens) d’interés que codifiquin, per exemple, per una proteina
immunologica d’un patogen determinat. L'obtencié de les vacunes de subunitats es
basa en la identificacio de les proteines de I'agent infeccidos desitjat que sén capaces
d’induir la resposta immunitaria d’'una manera semblant a la que ho faria I'agent
infeccids complet. Aquestes vacunes poden tenir d’'un a més de vint antigens.

Aqguestes proteines s’obtenen a partir d’'un procés d’enginyera genética on els gens
que codifiquen per aquestes proteines es seleccionen per a poder clonar i expressar a
hostes alternatius com bacteris (Escherichia Coli), llevats (Saccharomyces Cerevisiae) o
baculovirus. Els vectors d’expressié més utilitzats son aquests microorganismes per la
seva gran capacitat d’expressio.

Es poden obtenir vacunes de subunitats de dues maneres diferents; es pot fer créixer
al microorganisme al laboratori i posteriorment, trencar-lo quimicament i recollir els
antigens importants o es poden sintetitzar les molécules antigéniques de
microorganisme utilitzant técniques d’ADN recombinant. Aquestes vacunes
s’anomenen de subunitats recombinants.

2. Aislamiento
del fragmento de ADN

que codifica la proteina. ;
1. Identificacién 3. Insercién del fragmento

de la proteina J PN de ADN en un plasmido.
de interés
inmunolégico. -

o 4. Introduccién del plasmido
\ en un vector de expresién

u -~ (ej. bacteria)

5. Seleccién de vectores
de expresidn que han
incorporado el fragmento
de ADN y expresan
la proteina antigénica.

15. Vacunes de peéptids recombinants

La immunitat a les vacunes pot apareixer amb el temps, particularment quan es tracti
de vacunes inactivades, que freqlientment no produeixen una resposta immune forta.
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Per aquest motiu, moltes vacunes requereixen un “refor¢” cada pocs anys per a tornar
a estimular el sistema immune.

A mesura que els cientifics han anat aprenent, els assajos amb vacunes de subunitats
recombinants s’han fet més populars. L'any 1986, gracies a la tecnologia geneética, es
va inventar la primera vacuna a partir d’ADN recombinant per a I'Hepatitis B.

El virus de I’hepatitis B es transmet per la sang degut a I'exposicié a fluids corporals,
relacions sexuals i transfusions sanguinies contaminades. Actualment, la majoria de les
vacunes de subunitats, incloent la de I’hepatitis B, es fan mitjancant estrategies d’ADN
recombinant en les que la vacuna és produida en microbis.

En el cas de la vacuna contra I’hepatitis B, els cientifics van clonar els gens per les
proteines de la superficie externa del virus per a obtenir plasmidis. Els llevats
transformats per aquests plasmidis s’utilitzaven per a expressar grans quantitats de
proteines virals com proteines de fusid, que son purificades més tard i s’utilitzaven per
a vacunar a la gent contra I’hepatitis B. Aquest enfocament és una estrategia habitual
per produir vacunes de subunitats, tot i que a vegades les proteines de fusidé son
expressades a bacteris o cultiu de cél-lules mare.

Actualment, continua la investigacié d’una vacuna de subunitats recombinants contra
el virus de I’hepatitis C.

La primera vacuna aprovada contra el cancer va ser el Gardasil, una vacuna
recombinant de subunitat contra el cancer cervical. Té com a objectiu quatre branques
especifiques del virus del papil-loma huma (HPV), que causa al voltant del 70% dels
cancers cervicals i afecta a 1 de cada 130 dones, a prop de mig milié de dones al mén.

Per a prevenir les malalties ocasionades per virus, aquesta tecnologia és la més
prometedora. S’esta fent recerca amb la grip, el polio, la hepatitis B, herpes, i
recentment amb el SIDA. L’assoliment de vacunes que ofereixin bons resultats contra
aquestes malalties importants, esteses per tot el mén, aportaria enormes beneficis
comercials per a les companyies productores. Les majors possibilitats es refereixen al
SIDA o a I’herpes, pels quals encara no es disposa ni d’'una vacuna ni d’una terapia que
proporcioni una cura definitiva.

També s’estan portant a cap estudis en relacié a certes vacunes bacterianes, aixi com a
les destinades a prevenir les malalties parasitaries. La malaria, encara avui és la
malaltia infecciosa que preval més al mdn; la seva prevencid constitueix un problema
complex i exigent.
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Vacunas recombinantes

TABLA 5

Nombre comercial

Proteina Utilidad terapéutica D Atio
{Compaiia)

HBsAg Hepattis B Recombivax (Merck) 1986
Vacuna combinada entre hepatitis Hepatitis B y H. influenzae Comvax (Merck) Procomvax
B recombinante y H. influenza B tipo B (Pasteur Merieux MSD) 1996
Vacuna combinada entre hepatitis B recombinante, ~ Tétanos, B. pertussis, difteria
toxina diftérica, toxina tetdnica, y B. pertussis y hepatitis B Tritanrix-HB (GlaxoSmith-Kline)  19%
Vacuna combinada entre toxinas diftérica, tetinica
y hepatitis B recombinante Tétanos, difteria y hepatitis B Primavax (Pasteur Merieux MSD) 1998
OspA (lipoproteina de B. burgdorferi) Enfermedad de Lyme Lymerix (SmithKline Beecham) 1998
Vacuna con tres toxinas recombinantes Tétanos, B. pertussis, y difteria  Triacelluvax (Chiron) 1999
Antigenos S, pre-51, pre-S2 de hepatitis-B Hepatitis B Medeva Pharma 2000
Vacuna de hepatitis A inactivada y hepatitis
B recombinante Hepatitis Ay B Twinrix (GlaxoSmith-Kline) 2001
Vacuna combinada de toxinas diftérica, tetdnica,
B. pertussis, hepatitis B recombinante y virus Difteria, tétanos, B. pertussis,
de la polio inactivado hepatitis B y polio Pediarix (GlaxoSmithKline) 2002
Vacuna conjugada anti neumocdcica T-valente Inmunizacion contra neumococo
con la proteina diftérica CRM-197 en nifios y ancianos Prevenar (Wyeth-Lederle) 2002

16. Taula de vacunes recombinants

d) Vacunes d’ADN

Aquestes, son vacunes de desenvolupament molt recent, i consisteixen en la injeccid
directa d’ADN a través d’un plasmidi o d’un vector d’expressio aquest ADN codifica una
proteina viral antigénica d’interés, que indueix l'activacié del sistema immune.
D’aquesta manera, es poden induir tants anticossos neutralitzants com immunitat,
mesurada pels limfocit T citotoxics (resposta cel-lular).

Funciona a linserir 'ADN de bacteris o virus dins de cél-lules humanes o animals.
Algunes cel-lules del sistema immunitari reconeixen la proteina que sorgeix de I’ADN
estrany i ataquen, tant a la propia proteina com a les cél-lules afectades. Donat que
aquestes cél-lules viuen un temps llarg, si I'agent patogen (el que crea la infeccid), que
normalment produeix aquelles proteines, es troba durant un periode llarg, serien
atacades instantaniament pel sistema immunitari.

Un avantatge de les vacunes d’ADN és que son molt facils de produir i emmagatzemar,
son molt més estables que les vacunes atenuades, inactivades o de particules
proteiques i al tenir un cost més baix, facilita la seva difusié en paisos en vies de
desenvolupament. Apart, només s'expressa l'antigen que es vol. Com succeeix a les
vacunes de particules proteiques i a diferéncia de les vacunes atenuades i inactivades,
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només s'expressa aquell antigen seleccionat préviament com a patogen i capac¢ de
produir immunitat efectiva.

Sén molt segures i poden ser generades amb un grau de puresa molt elevat sense
augmentar gaire els costos, cosa que permet més seguretat, i no poden tornar-se
virulentes.

Aquest tipus de vacuna va comencar a ser coneguda a la década del 1990 i encara avui
continuen realitzant-se nombrosos estudis dins del camp de I'experimentacié. Tot i
que no sén d’Us clinic per el moment, les seves expectatives son prometedores.

La gran majoria de vacunes en el seu Us actual estan dirigides contra patogens que
poden ser controlats eficagment amb anticossos. Malgrat tot, I'evolucié paral-lela
d'aquests microorganismes, que continuen desenvolupant mecanismes de resisténcia
contra les vacunes actuals, és també inevitable. L'eliminacié de molts d'aquests nous
patogens doncs, requereix noves investigacions i d'una nova varietat de vacunes,
anomenades de segona i tercera generacid que siguin capaces d'activar mecanismes
immunologics més especifics.

Les vacunes d'ADN soén un tipus de vacunes de nova generacié que representen un
conjunt d'estrategies innovadores per aconseguir l'activacié especifica de la resposta
immunologica cel-lular i podrien ser aplicades a traves de liposomes (cremes),
injeccions o a traves de biobalistica. Tot i aixi, tenen els seus inconvenients, per la qual
cosa encara estan en fase d'estudi.

Esta limitat a proteines, és a dir, no pot induir la immunitat davant antigens no proteics
com polisacarids i pot haver una tolerancia a l'antigen, és a dir, que el cos hagi
reconegut la proteina com a propia i no es desenvolupi la resposta immune cercada
amb la vacuna.

7.4 Produccid de vacunes modernes

La produccié de vacunes es porta a cap mitjangant un sistema d’alt cost i baix volum,
en el que s’apliquen molts principis basics de la biotecnologia. La fabricacié a gran
escala suposa un problema continu sobretot amb les vacunes de malalties viriques,
perque per a la seva produccid es requereixen animals o cel-lules humanes cultivades.
Els avencos més recents en la tecnologia dels fermentadors estan revolucionant
rapidament en aquest camp, i amb tota probabilitat, augmentaran enormement la
produccié de vacunes en un futur proxim.
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8 Anticossos monoclonals

Una altra de les importants aplicacions médiques de la biotecnologia és la produccié
d’anticossos.

8.1 Que son els anticossos?

Es conegut que certes cél-lules d’organismes
vertebrats (limfocits B) tenen la capacitat de
secretar anticossos que poden inactivar molécules
estranyes contaminants (antigens) a I'organisme de
I"animal.

L’anticos te una estructura en forma d’ “Y” i utilitza
una part de la seva estructura per a unir-se a
I'antigen invasor i l'altre part per a disparar la

resposta de |'organisme amb el fi d’eliminar el

complex antigen-anticos. S’ha calculat que les . .
o i . 17. Estructura de laimmunoglobulina
especies de mamifers poden generar fins a 100

milions d’anticossos diferents, assegurant-se d’aquesta manera que la majoria dels
antigens invasors seran reconeguts per algun dels anticossos. Els anticossos presenten
elevades capacitats d’afinitat i especificitat per als antigens reconegut. En mamifers
constitueixen una de les principals defenses contra organismes patogens i altres

molécules de caracter toxic.

Els intents de cultivar les cél-lules productores d’anticossos en medis artificials han
estat generalment infructuosos, produint la mort de les cél-lules o bé perdent la
capacitat de produir anticossos. Avui en dia és conegut que cada subtipus de limfocits
B produeix un Unic anticos.

8.2 La nova invencio: anticossos monoclonals

Tot i aix0, I'any 1975, Georges Kdhler, Cesar Milstein i Niels K. Jerne van demostrar de
manera exitosa la produccié d’anticossos purs (monoclonals) i permetent el cultiu de
cél-lules hibrides a partir d’'un producte de la fusié (hibridoma) de limfocits B (cél-lules
productores d’anticossos) amb cél-lules plasmatiques tumorals de mieloma multiple.

Amb aquesta fusié de dues cel-lules, una programada per a produir un anticos especific
pero que no es multiplica indefinidament i I'altre immortal amb gran capacitat de
creixement perd0 que no produeix immunoglobulina (cél-lula de mieloma), van
combinar les informacions genétiques necessaries per a la sintesis de I'anticos desitjat i
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una capacitat de sintesis proteica, donant lloc a la seva multiplicacid tant in vitro com
in vivo. Al 1984 van ser guardonats amb el premi Nobel de medicina per el seu
excel-lent assoliment cientific.

La formacié d’anticossos monoclonals (mAB) és una de les arees de major éxit des d’un
punt de vista comercial de la biotecnologia.

Aquests anticossos sén tots identics i homogenis perque sén produits per un sol tipus
de cél-lula del sistema immune, és a dir, tots els clons procedeixen d’una sola cél-lula
mare. Es possible produir anticossos monoclonals que s’uneixin especificament amb
gualsevol moléecula amb caracter antigenic.

Si una substancia estranya (antigen) s’injecta al cos d’'un huma, alguna de les cel-lules B
del sistema immune es transformaran en cél-lules plasmatiques i comencaran a
produir anticossos que s’uniran al antigen. Cada cél-lula B produeix un sol tipus
d’anticos, aixi diferents limfocits B produiran anticossos estructuralment diferents, que
s’'uneixen a diferents parts de I'antigen.

8.3 Produccioé d’anticossos monoclonals

Per a produir anticossos monoclonals, primer s’extreuen cél-lules B de la melsa® d’un
animal que ha estat exposat al antigen. Aquestes ceél-lules B sén fusionades amb
cél-lules tumorals de mieloma multiple (un tipus de cancer) amb preséncia de PEG
(polietilenglicol). Les cél-lules tumorals poden créixer indefinidament en cultius
cel-lulars. Aquesta fusié fa a les membranes cel-lulars més permeables. Aquestes
cel-lules fusionades hibrides, poden multiplicar-se rapida i indefinidament i produir
gran quantitat d’anticossos. S6n suficientment diluits i cultivats per obtenir un nombre
diferent de determinats colonies, les quals produeixen un sol tipus d’anticos. Els
anticossos de diferents colonies sén analitzats per a coneixer la capacitat que tenen
per unir-se a l'antigen determinat i per seleccionar-se i aillar-se de manera efectiva.
Aquests anticossos poden ser produits en cultius cel-lulars o en animals.

Aproximadament I'1% de les cel-lules aillades a la melsa dels animals sdn productores
d’anticossos i el 10% dels hibridomes finals consisteixen en cel-lules secretores
d’anticossos. Existeixen teécniques especifiques per a identificar a les cel-lules
d’hibridoma que secreten I'anticos d’interes, el clonat i posterior propagacié d’aquesta
cél-lula en grans poblacions i, en conseqliéncia, la obtencié de grans quantitats de
I’anticos desitjat.

Existeixen més de 17 anticossos monoclonals aprovats per la FDA, pero el nimero
d’anticossos en fase d’assaig clinic és molt elevat degut al nombre d’aplicacions

8 . \ . . , .y \ .

La melsa és un organ ubicat a 'abdomen, la funcié del qual és la destruccié de globuls vermells vells i
servir de reservori de sang. Els limfocits B sén els globuls blancs que es diferencien alamelsaiala
medul-la Ossia.
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cliniques que presenten. Poden ser utilitzats per a detectar la presencia i quantitat de
les substancies a les que s’uneixen mitjancant técniques com el Western blot o proves

d’'immunofluorescéncia i sén també utilitzats per a purificar substancies.
7 cél
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18. Procés de produccié d'anticossos monoclonals

8.4 Utilitzacio dels anticossos monoclonals

S’utilitzen en investigacid biomeédica, com la identificacié i clonacié de gens, la
identificacid i aillament de proteines, 'activacié d’enzims, coneixement de I'estructura
molecular, etc. Per al diagnostic, en medicina, gracies a la especificitat i capacitat
il-limitada de reconeixer estructures quimiques com hormones, vitamines; pot servir,
per tant, per a detectar malalties infeccioses, monitoritzar drogues, detectar al-lérgens,
com a marcadors tumorals i infarts de miocardi, aplicacions forenses, etc. S6n també
utils com a catalitzadors, biosensors (per a detectar molécules com contaminacié de
metalls pesats a I'aigua i aliments, deteccid de gasos toxics) i per al tractament, ja que
sén capacos de destruir cel-lules, incloses les tumorals.

S’espera que el mercat anticossos monoclonals continui creixent com ho ha estat fent
fins ara, a taxes molt elevades i, considerant només el capitol sanitari, el mercat
mundial anual pot ser de varis centenars de milions de dolars durant la proxima
déecada. Es tracta indubtablement d’una de les arees amb majors aplicacions comercial
i d’utilitat de la biotecnologia moderna.
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9 Proteines que intervenen als processos de coagulacio

9.1 Factors sanguinis

Quan a l'organisme es produeix una hemorragia, un factor critic per a detenir-la és
I'activacié de la cascada de coagulacié sanguinia. Aquest sistema esta compost per una
dotzena de proteines presents al plasma, que actuen com un sistema d’amplificacio,
de tal manera que un petit estimul inicial dona lloc a la formacid final d’un coagul de
fibrina. La falta o deficiéncia d’una de les proteines d’algun dels passos intermedis
d’aquesta cascada d’amplificacid, impedeix la formacié d’aquest coagul i, per tant,
condueix a un problema greu per al organisme. Al centre d’aquesta cascada es troben
els factors VII, VIII, i IX, els quals la seva carencia genera els tipus més freqlients de
problemes hemofilics que condueixen a hemorragies prolongades.

La deficiéncia del factor VIl genera la hemofilia A (hemofilia classica), que suposa un
80% dels cassos d’hemofilia a moén i la deficiéncia del factor IX condueix al altre tipus
més freqlient, la hemofilia B.

Aquesta malaltia genetica recessiva que impedeix una coagulacié correcta de la sang,
es combat mitjancant I'aportacié del factor deficitari i per tant, la seva produccié a
partir de técniques recombinants és necessaria si és que no es vol extreure de sang de
donants, com es feia abans.

Al tractar-se d’'un hemoderivat, el risc de que els pacients hemofilics agafessin
malalties virals (hepatitis, VIH i altres virus) al administrar-los el producte era molt alt i
de fet, es van registrar bastants casos d’infeccions virals als pacients tractats amb
aquests productes. Per conseqiient, era prioritari el desenvolupament dels factors VIIl i
IX recombinants i el primer d’aquests va arribar al mercat I'lany 1992.

L’Us de les proteines recombinants és també més segur, ja que no provoca un risc de
transmissié d’infeccions ni fa sagnar com a efecte secundari.

Si tan problematica és I'abséncia d’una coagulacié correcta, també I'excés d’una
formacié de coaguls pot conduir a I'aparicié de trombosi, que al seu pas pel cervell a
cor solen ser mortals. Per a destruir aquests coaguls, I'organisme utilitza el sistema
fibrinolitic, utilitzant la plasmina que procedeix del plasminogen activat per les
denominades proteines activadores de plasminogen (tPA, activador del plasminogen
tissular i uPA activador del plasminogen urinari), que es troben a diferents fluids del
cos. Actualment, també es fan servir la hidrulina i la estreptoquinasa, que son més
barates perd menys especifiques.
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9.2 Activador tissular del plasminogen

Els activadors tissulars del plasminogen (t-PA) sén unes proteines (peptidases)
implicades en la dissolucié de coaguls de sang. Especificament, és una serina proteasa
que es troba a les cél-lules que recobreixen l'interior dels vasos sanguinis. Com un
enzim, catalitza la conversid de plasminogen a plasmina, que és I'enzim principal per a
la dissolucié de coaguls de sang.

El t-PA és molt utilitzat en medicina per al tractament d’ictus (isquemies cerebrals),
infarts de miocardi provocats per a coaguls de sang, o TEP (embolisme pulmonar). Es
troba en molts organs i teixits pero la seva concentracié és molt variable. Es poden
trobar nivells alts al ater, cor, muscul estriat, ronyd, ovari, pulmd, tiroides, etc. Han
estat purificats i caracteritzats de diferents maneres a partir de diferents fonts,
incloent cor de porg, teixit vascular postmortem i sang després d’exercici fisic, aixi com
de cultius de cél-lules endotelials.

e Obtencio a partir de técniques recombinants

Tot i aixi, recentment, el gen que expressa el t-PA ha estat clonat i inserit en E. Coli
mitjangant tecniques de DNA recombinant. Aixd permet lI'obtencié d’importants
guantitats obrint perspectives optimistes per la seva aplicacié terapéutica. El t-PA
recombinant (Rec-t-PA) és indistingible de I'activador natural aillat de les cel-lules de
melanoma huma, tant des del punt de vista bioquimic com en el que representa als
seus efectes especifics.

Totes aquestes proteines estan sent desenvolupades mitjancant tecnologies
recombinants, que permetran treure al mercat noves proteines coagulants o
anticoagulants més eficaces.
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PART EXPERIMENTAL

Objectiu

En aquesta segona part, he volgut realitzar una practica al laboratori per a demostrar
que la transformacié genomica bacteriana és possible mitjancant tecniques
bioquimiques.

Als laboratoris de la UB he pogut realitzar la transformacié d’una colonia de bacteris
per a que tinguessin al seu genoma el gen d’'una proteina exdgena i comprovar-ne la
seva sobreexpresio.

1. Introduccio

Com ja he comentat, I'enginyeria genetica és la tecnologia que involucra la
manipulacié de I’ADN d’un organisme per a introduir un ADN exogen, és a dir, ’ADN
d’un altre organisme. La manipulacié del material genétic d’'un organisme es pot
aconseguir introduint o eliminant gens especifics (knock-in o knock-out) del genoma
d’un altre organisme.

Els bacteris sdn organismes procariotes que posseeixen una gran capacitat metabolica.
Aprofitant la seva alta taxa de sintesi de proteines, es poden fabricar proteines del
nostre interés que no es troben codificades en el genoma del bacteri usat. El genoma
bacteria és I’ADN que duu la informacié per a sintetitzar les proteines essencials per la
vida del bacteri i és igual per a tots els individus del mateix tipus.

Molts bacteris tenen gens no essencials en petits trossos circulars de doble cadena
d’ADN, a més del seu ADN cromosomic, aquestes peces, conegudes com a plasmidis
son petits elements genetics, en els quals la seva replicacié és independent del
cromosoma bacteria. Poden introduir-se fins a l'interior de bacteris i actuar com a
vectors recombinants en el camp de I’enginyeria genética.

Un dels mecanismes de transferéncia genética entre les cél-lules procariotes és la
transformacié. Mitjancant aquest mecanisme, la cél-lula és capag d’adquirir fragments
d’ADN i incorporar-los al seu genoma. Aquesta nova informacid genética moltes
vegades proveeix a I'organisme d’una nova caracteristica que es pot identificar després
de la transformacio.

El terme de transformacidé genetica vol dir, literalment, canvi causat pels gens i
involucra la insercid d’'un o més gens a l'organisme en ordre de canviar les
caracteristiques d’aquest. A I'enginyeria genética o tecnologia de I’ADN recombinant,
s’utilitzen enzims per a tallar i aillar un gen determinat obtingut de qualsevol ésser viu
—que té la informacid per a fabricar una proteina particular- i introduir-lo a les cel-lules
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d’un organisme diferent a l'inicial. En conseqliéncia, aquest organisme tindra un ADN
recombinant a partir del qual fabricara una nova proteina. A la proteina produida a
partir de ’ADN recombinant se la denomina proteina recombinant (PR).

La produccié d’aquestes PR en bacteris és una tecnologia que va sorgir fa uns 30 anys i
va respondre a la necessitat de proveir proteines d’usos terapéutics amb un abast
assegurat (que no depenguessin de fonts animals) i de qualitat constant. La primera PR
aprovada per a I'Us huma va ser la insulina humana produida en E. Coli per 'empresa
Genentech. Des de llavors, la tecnologia de la produccié de PR ha tingut un aveng molt
important. El fet de que I'E. Coli sigui una gran plataforma per a la produccié de
proteines recombinants és donat pel gran coneixement que hi ha sobre aquest;

i El seu genoma és conegut des de fa varis anys, fet que amplia
considerablement les possibilitats de la seva manipulacié genética

ii. Existeix una gran quantitat de coneixement acumulat també sobre la seva
fisiologia i metabolisme

iii. Es tenen varis vectors ben establerts per a la produccié de PR

iv. Tenen la capacitat de créixer rapid en medis molt simples, i amb alts nivells
de produccié de PR

Un exemple de recombinacid genetica és el procés mitjancant el qual el bacteri E. Coli
és recombinat amb un gen anomenat pCFP que codifica per a la GFP.

A la meva part practica, amb I'ajuda del professor de bioquimica i biologia molecular
de la Universitat de Barcelona Josep M. Fernandez Novell, vaig realitzar la
transformacié d’una colonia d’E. Coli amb el fi de que expressessin una proteina
exogena. A més, vam realitzar la comprovacié de la sobreexpressié d’aquesta.
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2. Proteina recombinant: GFP

2.1 Que és la GFP?

19. Estructura tridimensional de la GFP.

Estem parlant d’introduir un gen d’una proteina
bioluminescent anomenada proteina verda
fluorescent (GFP, Green Fluorescent Protein) al
genoma d’un microorganisme.

La GFP és una substancia present de manera
natural a les meduses de l'ocea Pacific nord
anomenada Aequorea Victoria, la qual emet una
llum verda al exposar-se a la llum ultraviolada.
Es a dir, posseeix la capacitat d’absorbir la llum
blava i emetre llum verda com a resposta.

Aquesta activitat es coneix com a fluorescencia.

El descobriment i desenvolupament d’aquesta proteina va ser un gran aveng biologic
digne a destacar, i és per aix0 que els investigadors Osamu Shimomura, Martin Chalfie
i Roger Y. Tsien van ser guardonats amb el premi Nobel de quimica I’any 2008.

Osamu Shimomura va ser el primer en aillar-la i descobrir que, sota la llum
ultraviolada, brillava de color verd fluorescent. L’estatunidenc Martin Chalfie va
demostrar la seva utilitat a I’hora d’il-luminar diferents fendomens biologics. Un dels
seus primers experiments va consistir en donar color a sis cél-lules, fins a aquell
moment transparents, del Caenorhabditis Elegans, un dels cucs més estudiats als
laboratoris cientifics.

El més jove dels tres guardonats, Roger Y. Tsien, també va dedicar gran part de la seva
trajectoria professional a aquesta proteina. Gracies a ell, el marcador pot il-luminar les
cél-lules i les proteines amb diferents colors, no només el verd fluorescent. El poder de
combinar diferents colors resulta fonamental. Per exemple, et permet marcar les
cél-lules implicades en un procés i després, de colors diferents, les que participen en
una fase primerenca, mitja o tardana. Amés, també permet introduir en una mateixa
cél-lula diferents variants per, per exemple, visualitzar en vermell el contorn cel-lular,
en blau el nucli, en groc el citoesquelet i en verd I’ADN, i veure com es coordinen entre
ells.
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2.2 Usos de la proteina

La utilitzacié de la GFP porta gairebé una decada utilitzant-se i és una técnica que ha
revolucionat la biologia cel-lular i molecular. A I'actualitat, és bastant comu que els
experts injectin el gen que produeix aquesta proteina per visualitzar cel-lules nervioses
o el moviment de les cel-lules canceroses.

20. Us de la GFP com a marcadora de les diferents parts de les cél-lules.

Els investigadors solen utilitzar la proteina com a eina de suport dels seus estudis, no
com a terapia, amb la que poden valorar I'eficacia de la insercié d’altres gens, com
actua un tractament a nivell bioldgic o com els vasos sanguinis donen suport a certs
tumors. El dany neuronal que pateixen els pacients amb Alzheimer o la creacid de
cél-lules productores d’insulina sén altres dels camps destacats per la Fundacié Nobel i
en els que la fluorescencia ha resultat essencial.

En definitiva, la utilitzaciéd d’aquesta proteina resol molts problemes d’identificacid.
Dins de la neurobiologia, a I'estudi del cancer i a la biologia general és molt til ja que
permet visualitzar el procediment biologic de la incorporacié de gens.

3. Produccio de proteines recombinants

Amb el desenvolupament de metodes que permeten la transferencia de gens
especifics d’'una cel-lula a I'altre, i la induccié de I'expressié dels mateixos en el nou
hoste, la industria farmaceutica ha adquirit un gran potencial. Com ja he explicat, han
iniciat ja una produccié de polipéptids humans amb bacteris o llevats, etc.

El primer pas per a transformar un bacteri és la clonacié de I’ADN de la proteina en un
vector d’expressio.

Un vector d’expressid es un plasmidi que, a més de contenir les caracteristiques
comunes, ha de tenir unes seqliencies que permetin la transcripcié i traduccié de
I’ADN inserta en aquell vector, permetent d’aquesta manera I'expressio de la proteina.
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3.1 Que és un plasmidi?

El plasmidi és una molecula circular d’ADN que té una existencia independent a la
cél-lula. Actua coma vector per a traslladar informacié genetica a l'interior de la
cel-lula, per exemple, la capacitat de suportar concentracions toxiques d’un antibiotic,
com el cloramfenicol o I'ampicil-lina.

Hi ha diferents tipus de plasmidis, en concret, en E. Coli, s’han aillat més de 300. Sén
molt abundants en els bacteris, i porten a dins varis gens, molt sovint responsables de
caracteristiques Utils per a la cél-lula. S’utilitzen per a seleccionar aquelles cél-lules que
tenen un plasmidi de les que no les tenen.

Insert

pExample
3550bp

ECoRI

21. Vector plasmidic circular, amb els seus components basics: AmpR, resisténcia a ampicil-lina per a
la seleccid; Insert, lloc de clonacié miltiple, amb llocs de restriccid per a varis enzims de restriccio
diferents, on s’introdueix el fragment d'ADN d'interés; T7, promotor que reconeix I'ARN polimerasa Il
de I'E. Coli, EcoRl i PSTL, llocs de tall pels enzims de restriccié.

Tot vector d’expressié per a E. Coli ha de tenir, a més del gen d’intereés:

1. una seqliéncia que serveix com a origen de replicacié: punt inicial per a la

duplicacié de I’ADN plasmidial i perqué es pugui autoreplicar
2. un marcador de seleccid: un gen que confereix una resisténcia a un antibiotic o

qualsevol altre marcador

3. un promotor: una seqliencia que indiqui 'inici de la transcripcid i la traduccio

4. un polilinker: una zona del plasmidi que es pugui tallar mitjancant enzims de
transcripcié que permeti la insercid dels fragments del DNA que es vol clonar
dins del sistema

5. un terminador transcripcional.

Cada plasmidi té una representacid esquematica de les propietats: pes, polilinkers,
origens de replicacié; ECOR1, ECORS5, etc.
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Per a poder utilitzar els plasmidis en el camp de I'enginyeria genética s’"han modificat o
dissenyat molts de manera que continguin un nimero limitat de punts de restriccid i
gens de resistencia a antibiotics especifics.

Hi ha altres vectors, a part dels plasmidis, que poden ser utilitzats com a vehicles de
clonacid, com els bacteriofags i els cosmids.

Com s’expressa una proteina humana en una cél-lula procariota?

Es necessari obtenir la seqiiéncia codificant de la proteina en qiiestié. Aixd es pot
realitzar mitjancant una técnica anomenada RT-PCR.

Llavors la sequéencia codificant o el gen d’interes ha de ser inserta en el vector, en un
promotor procariota, que és reconegut per I’ARN polimerasa del bacteri.

Aquest bacteri produira en alts nivells aquesta proteina d’interés, que després podra
ser purificada i identificada.

Per a identificar els bacteris que contenen el plasmidi recombinant i expressen la
proteina d’interes dels que no, es poden fer créixer diferents colonies bacterianes,
aillar-ne les proteines i mitjancant tecniques bioquimiques identificar-ne o no la
presencia de la recombinant.

3.2 Sistema pGLO

a. pGLO

El plasmidi de la GFP que utilitzem és el pGLO:

* Beta Lactamase
— Ampicillin resistance

araC

* Green Fluorescent
Protein (GFP)

s e " pGLO

* araC regulator
proteing GFP

— Regulates GFP
transcription bla

22. Esquema del plasmidi utilitzat: pGLO
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Aquest plasmidi, a part de contenir el gen per la proteina verda fluorescent procedent
de la medusa Aequorea Victoria, presenta un marcador de selecciod, obtingut gracies al
gen que codifica la B-lactamasa. Aquest, és un enzim que proporciona resisténcia als
antibiotics i que pot estar codificat per plasmidis. Les cel-lules transformades
segregaran B-lactamasa al medi proporcionant resisténcia a I'antibiotic ampicil-lina i
per tant podran créixer amb preséncia d’aquesta.

b. Regulacié del pGLO

Els cientifics poden regular I'expressié de les proteines recombinants utilitzant un
interruptor genétic anomenat promotor induible. Al nostre plasmidi (pGLO), el sistema
especial de regulacid de gens, per a controlar I'expressié de la proteina a les cél-lules,
és un gen que codifica per tal de que afegint arabinosa al medi de cultiu, les cel-lules
transformades s’activin.

Aquestes seqliencies permeten un control precis de I'expressioé génica, degut a que el
gen només estara en “on” en preséncia de petites molécules com arabinosa,
tetraciclina o IPTG.

L'expressid génica esta estretament regulada a tots els organismes per a permetre
I'adaptacié a diferents condicions i per a evitar una superproduccié de proteines
innecessaries. Els gens implicats amb la degradacié dels diferents nutrients sén un bon
exemple de gens amb una alta regulacié. Per exemple, I'arabinosa és una font
d’energia i carboni per al bacteri. Els gens bacterians que codifiquen els enzims per a
degradar I'arabinosa no s’expressen sempre, només quan hi ha arabinosa al medi, que
llavors s’activen i es tornen a inactivar quan s’esgota I'arabinosa.

Aquest monosacarid inicia la transcripcié d’aquests gens induint la unié de I’ARN
polimerasa. Al plasmidi pGLO, alguns dels gens implicats amb la degradacié de
I'arabinosa han estat substituits pels gens que codifiquen per la proteina GFP a la
medusa. Quan els bacteris transformats amb el plasmidi pGLO estan creixent en
preséncia d’arabinosa, el gen GFP s’activa i amb conseqliéncia, emeten el color verd
brillant sota la llum ultraviolada.

En canvi, en abséncia d’arabinosa al medi, el gen GFP es manté inactivat i les colonies
bacterianes son de color blanc.
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4. Disseny de I’experiment

La practica la dividirem en dues etapes, la primera és la transformacié bacteriana i la
sembra i la segona la comprovacié de la sobrexpressid, mitjancant una electroforesis
SDS-PAGE.

La primera part d’aquesta practica és altament ineficient, només una de cada 10.000
cél-lules acostuma a incorporar amb exit I’ADN plasmidic. Donat que cada colonia
s’origina a partir d’una unica cel-lula transformada, nosaltres podem calcular eficiéncia
de transformacié, o el nimero de cél-lules transformades per microgram (ug) d’ADN
plasmidic. Leficiéncia de transformacié generalment oscil-la entre 1 x 10° fins a 1 x 10®
ceél-lules transformades/ug.

5. Desenvolupament

e Variables
Independents: tipus de plasmidi utilitzat, materials utilitzats, quantitat de materials
utilitzats, temps dels tubs d’assaig en xoc téermic, temperatura del xoc térmic,
temperatura de la incubacio final.

Dependents: creixement bacteria, forma, quantitat, color.

Controlades: factors ambientals (temperatura ambient, llum solar, etc.), utilitzacio de
materials estérils adequadament i cuida de I'ambient esteril.

e Metodes de control de variables
Per a no alterar I'experiment, es controlen les variables de manera que es neteja la
zona de treball amb alcohol abans de treballar i es mantenen els estris utilitzats
esterils, per tant, és treballa amb una flama i etanol al costat tota I'estona. A més, el
xoc termic s’ha de realitzar rigorosament i el trasllat dels tubs durant el procés ha de
ser el més curt possible.

e Materials

- Soluciod de transformacié (- plasmidi, + plasmidi)
- Colonia d’E. Coli

- Alcohol

- Flama

- Nanses (Koll i Dygralsky)
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- Plagues de Petri amb el medi de cultiu: LB, Amp, Ara
- Gel

- Fontde llum UV

- Crondometre

e Preparacions prévies

- Preparacié de les plaques d’Agar + LB, Agar + LB+ Arabinosa, Agar + LB +
Arabinosa + Ampicilina.

- Preparacio de plaques amb E. Coli

- Dispensacié d’ADN plasmidic, CaCl,

5.1 Transformacio dels bacteris

El primer procediment que hem de dur a cap és la transformacio de les colonies d’E.
Coli. Per a fer-ho posarem en contacte el plasmidi p GLO amb els bacteris,
permeabilitzats per un tractament amb cations divalents que produeixen una
desestabilitzacié de la paret bacteriana.

Aquest plasmidi conté el gen que codifica per un enzim que confereix resisténcia a un
antibiotic. Aquells bacteris que l'introdueixin presentaran un avantatge selectiu i
podran créixer en un medi que conté I'antibiotic, en el nostre cas ampicil-lina.

Comencem amb dos eppendorfs que contenen cel-lules d’E. Coli en una solucié tampd
(de transformacid) amb 250pl Clorur de Calci. (CaCly), la qual permet desestabilitzar la
membrana de les cél-lules. Els ions Ca?* presents a la solucié neutralitzen la repulsié
entre les carregues negatives dels grups fosfat de I'ADN i els fosfolipids de la
membrana cel-lular, permetent aixi I'entrada de I’ADN a les cél-lules.

Pipetegem 4 ul de plasmidi pGLO en un dels eppendorfs, i I'altre ens servira de control.

Per a trencar o perforar les membranes, hem de realitzar un xoc térmic. El xoc térmic
fa augmentar la permeabilitat de la membrana cel-lular de 'ADN. Per a fer-ho, deixem
I’eppendorf amb el plasmidi 30 minuts en gel, 90 segons a 42°C i seguidament 2 minuts
més en gel. Aquest temps és critic per al procés.

Gracies a aix0, entra el DNA dins del bacteri. Per a veure si ha entrat o no el plasmidi
dins dels nuclis de les cél-lules, els posarem a incubar dins de tres medis diferents.
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Tenim 3 plaques de petri per a cada solucid (tres amb plasmidi i tres de control)

LB: Caldo de Lisogenia/
Luria-Bertani

LB + Ampicil-lina

LB + Ampicil-lina +
Arabinosa

Medi de cultiu elaborat a
partir d’un extracte de
llevats i productes de
degradacid enzimatica de la
carn, que conté una mescla
de carbohidrats,
aminoacids, nucleotids, sals
i vitamines adequats per al
creixement bacteria en el
qual creixen els nostres
bacteris.

L’agar, que és un polisacarid
d’algues, és liquid quan es
calenta i solidifica quan es
refreda, proporcionant un
suport solid per al
creixement bacteria.

Seleccio de I'antibiotic per
distingir-los entre els que
se’ls ha incorporat el
plasmidi i els que no. Si no
han incorporat el plasmidi
no creixeran a causa de
I"antibiotic. Es, per tant, un
inhibidor del creixement
bacteria.

El gen per a la produccié de
B-lactamasa, el que fa que
al bacteri portador del gen
sigui resistent a
I’'ampicil-lina, es troba en el
plasmidi.

Inactiva I'ampicil-lina
present a |I’agar LB,
permetent el creixement.

L’arabinosa és un
monosacarid. Incloent-la
al medi realitzem un
mecanisme d’ON-OFF. Un
gen (ARCE) que es troba al
plasmidi fara que només
amb preséncia
d’arabinosa s’expressara
la GFP i es veura la
fluorescéncia.

Es un glucid inductor de
I’'expressio de la GFP.

Realitzem la sembra de dues maneres; per estries (6 plaques) i per extensid (6

plaques).

Nansa de Kolle (per estries): amb la nansa esterilitzada agafem directament de

I’eppendorf una mica de E. Coli i 'escampem per la placa fent un zig-zag.
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Nansa de Dygralsky (per extensid): sembrem 200 pl per placa, realitzant diferents
punts d’aplicaci6 amb la pipeta. Amb la nansa, préeviament esterilitzada, anem
escampant les gotes realitzant una extensio, repartint per la placa, de fora a endins i
girant 90° cada vegada la placa, per a tenir una sembra homogenia.

23. Sembra per extensio.

*pPGLO *PGLO
{B/am? LB/ampIa"a

25. Esquema de la sembra per extensid.
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Un cop sembrat, les portem a l'incubador, apilant les plaques, a 37°C fins al dia
seglient. D’aquesta manera, augmenta 10 vegades |’eficacia de la transformacié.

LB -pGLO LB/Amp -pGLO
LB/Amp +pGLO LB/Amp/Ara +pGLO

26. Esquema del resultat d’algunes plaques
sembrades per extensio.

27. Creixement de les plaques sembrades per
estries.

28. Creixement bacteria de la placa sense plasmidi
(placa control) sembrada per estries.

55



Modificaci6 genetica; un pas per la medicina del futur

5.3 Creixement bacteria

Al cap d’un dia incubant, podem observar que:

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

LB —pGLO: A la placa control, sense el plasmidi, no s’observen cel-lules
fluorescents perd s’observen colonies blanques. Es demostra que les cél-lules
bacterianes hostes sén viables en abséncia d’ampicil-lina i poden créixer en un
medi d’agar.

LB +pGLO: Han crescut les colonies de cel-lules bacterianes transformades pero
no poden expressar la fluorescéncia perque no tenen arabinosa.

LB + Ampicil-lina —pGLO: No han crescut perqué els bacteris no tenen la
resistencia a I'antibiotic perqué no els hem transformat.

LB + Ampicil-lina +pGLO: Han crescut perod no expressen la fluorescencia

LB + Ampicil-lina + Arabinosa —pGLO: No han crescut perque els bacteris no tenen
la resisténcia a I'antibiotic perqué no els hem transformat.

LB + Ampicil-lina + Arabinosa +pGLO: Les cel-lules han crescut i s’observen
colonies individuals que emeten fluorescéncia quan s’il-luminen amb una
lampada de llum UV. Es demostra que les cel-lules es poden tornar resistents a
I'ampicil-lina quan sén transformades amb els plasmidis i que la proteina
fluorescent s’expressa en preséncia de I'arabinosa.
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6. Comprovacio de la sobreexpresio

Per a comprovar la preséncia de la proteina GFP a les colonies de bacteris de la placa
LB + Ampicil-lina + Arabinosa +p GLO, realitzarem una técnica bioquimica anomenada
electroforesis SDS-PAGE, que és un métode per a separar i visualitzar proteines pel seu

tamany i carrega.

29. Comprovacio de la preséncia i expressio de la GFP sota la llum UV a la placa
amb LB+Amp+Arab.
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6.1 Obtencio de mostres

Tots aquells bacteris que hagin sobreviscut al creixement en el medi de LB+
Ampicil-lina +Arabinosa vol dir que han incorporat el plasmidi que conté el gen de
resisténcia a aquest antibiotic. Aquests bacteris resistents també porten el gen que
codifica per a la GFP.

Primer, hem d’aillar les cel-lules de les colonies, per a fer-ho, triem una colonia circular
(conjunt de cél-lules procedents d’una mateixa cel-lula) i piguem amb una nansa
esteril un parell de colonies amb GFP, sense arrossegar |’agar. Les fem créixer amb 5ml
d’un medi liquid de creixement (LB) per a que creixin a l'incubador (shaker) durant un
dia, a 37°C que és la temperatura ideal pel creixement de la E. Coli.

Una vegada han estat agitant-se tota la nit a 372C i ja han crescut molt, voldrem
obtenir només les proteines del bacteri, per a fer-ho, hem de separar-les de la resta de
organuls i moléecules cel-lulars.

Centrifuguem 1,5 ml de la suspensié cel-lular (14.000 rpm durant 2 minuts). Eliminem
el sobrenedant i resuspenem el precipitat en 300 ul d’un tampé fosfat pH 7,4 amb un
agitador mecanic.

Posem les mostres en gel i les trenquem per ultrasons (sonificacid), de manera que les

deixem 15 segons sonicant, 10 segons en repos, 15 segons sonicant, 10 segons en
repos, i 15 segons més sonicant.

Una vegada preparades les mostres de proteina, preparem els gels d’acrilamida.

30. Mostres de les proteines de la colonia d'E. Coli
transformada i del control
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6.2 Electroforesi SDS-PAGE

6.2.1 Preparacio del gel de poliagrilamida

L'electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE) és el sistema més classic
per a resoldre barreges de proteines segons la seva mida. La técnica va ser descrita per
Laemmli (1970).

Consisteix a tractar I'extracte proteic amb tampd de Laemmli que conté SDS i fer correr
la solucié en una xarxa d’un polimer d’acrilamidabisacrilamida per I'accié d’'un camp
electric.

La poliacrilamida és un polimer sintetic que s’estructura tridimensionalment i que
permet la separacié de proteines segons el seu pes molecular.

L’SDS, (dodecilsulfat de sodi) és un detergent que s’afegeix per solubilitzar les mostres
i proporcionar carrega negativa a les proteines.

Les electroforesis es duran a terme en gels de poliagrilamida i SDS, utilitzant I'aparell
d’electroforesi “Miniprotein” de Bio-Rad.

En aquest tipus d’electroforesi s’utilitzen dues classes de gels de diferent concentracid
d’acrilamida i diferent pH: el gel concentrador (stacking) a la part superior, en el qual
es fan els pous: i el gel separador (running) a la part inferior. El primer té com a
finalitat apilar les proteines davant I'inici del gel de la correguda, i té una composicio
d’acrilamida del 4% (pes/volum). El gel separador és més espes i té la finalitat de
separar les proteines per la seva grandaria; en el nostra cas és d’un 10% d’acrilamida
(pes/volum).

- Muntem els vidres, un sobre de I'altre. Entre els dos vidres queda I'espai en quée
es prepararan els gels

- Preparem en un vas de precipitats la solucid del gel separador

- Aboquem la solucié entre els vides i afegim un petit volum d’etanol al 70% per
obtenir una interfase llisa

- Preparem la solucid del gel concentrador

- Una vegada polimeritzat el gel separador (8 o 10 minuts), eliminem I'etanol,
afegim el TEMED a la solucié del gel concentrador i 'aboquem entre els vidres,
a sobre del gel separador. Col-loquem la pinta que serveix per a fer els pous.
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31. Dibuix del muntatge de I'electroforesi en gel d'acrilamida.

6.2.2 Electroforesi

Centrifuguem els tubs una altra vegada a 14000 rpm uns 2 minuts. Eliminem el
sobrenedant i resuspenem el precipitat amb 300ul de tampé de carrega (per a
poder col-locar les mostres directament al gel de poliacrilamida i per veure el
front).

Fem un forat al tap de cada tub i amb I'ajut d’una agulla i els posem en un bloc
sec a 100°C durant 3 minuts.

Recollim la mostra de la base de I'eppendorf i passem a carregar el gel.
Muntem els vidres (amb els gels) als seus suports i carreguem els pous de la
seglient manera:

Marcador

16yl -GFP

16 ul +GFP | 8 ul -GFP 8 ul +GFP Marcador 16 ul +GFP

8 ul +GFP

Una vegada tenim el gel carregat, afegim el tampé d’electroforesi. Connectem
els pols positius i negatiu, i apliguem una diferéncia de potencial de 140 V
durant 45, per tal que se separin les proteines presents a la mostra.

El marcador ens indica el pes aparent de les proteines en quilodaltons (kDa).
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6.2.3 Tincio del gel

Per a revelar les proteines presents a la mostra, fem servir un colorant especific de
proteines, el blau de Coomassie.

Tenyim el gel deixant-lo dins d’un recipient de plastic amb el colorant, a sobre d’un
shaker (agitador) uns 20 minuts.

Destenyim el gel traient el blau de Coomassie de la placa i hi avoquem destenyidor,
deixant-ho al shaker 15 minuts més.

7. Resultats obtinguts

Es comprova que a la zona de 27kDa del marcador, hi ha una ratlla grossa als pous
positius, indicant aixi la preséncia de la proteina incorporada a través del plasmidi.

En aquest moment ja no es podria visualitzar la GFP en el fel de poliacrilamida, ja que
la proteina ha perdut tota la fluorescencia perquée esta desnaturalitzada i sense

estructura terciaria.

32. Gel d'acrilamida acolorit i assecat. En comparar el patré de bandes de proteina entre la mostra
problema (E. Coli + pGLO), la control (E. Coli) podem observar que la primera té una banda extra que
correspon a la proteina GFP sobreexpressada.
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Obtencio dels resultats i conclusio

A partir dels resultats obtinguts, arribant a la conclusié de que les colonies bacterianes
han estat transformades genéticament a partir de la transferencia d’'un plasmidi al
bacteri E. Coli. El procés ha estat comprovat a partir del mecanisme de regulacié del
plasmidi i després I'electroforesi.

Amb un procés senzill de realitzar com aquest, es pot veure la complexitat d’aquests
mecanismes.

Concloc, per tant, demostrant que és possible modificar el genoma dels éssers vius
mitjangant tecniques bioquimiques i aixi com hem pogut afegir la GFP en forma de
plasmidi dins d’un bacteri, es pot fer amb alguna altra proteina que sigui necessari
sintetitzar, amb fins medics.

Aquesta utilitat té una gran importancia dins del camp biomeédic, degut a la
participacié que té en la produccid de proteines recombinants per ser després
administrades a pacients que no les poden sintetitzar.

Sens dubte, els descobriments dins d’aquest camp representen un gran aveng per a
I’enginyeria genética. Durant els proxims anys, és probable que el mercat d’aquestes
proteines recombinants augmenti de manera considerable i aixi la seva produccio.

Es per aixd que amb aquesta experimentacié podem demostrar que la modificacié
geneética d’alguns organismes ens pot i podra ser util per a fabricar farmacs, vacunes,
proteines recombinants, i que les industries farmaceutiques que actualment ja
involucren la modificacid genetica per a produir farmacs, sén només el principi d’'una
gran revolucié médica que esta arribant.
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