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1. INTRODUCCIO.

Motivacio per a realitzar aquest treball de recerca:

Des de ben petita, he sentit un interes cap a la investigacio, els descobriments i
la millora d’aquests ja sigui a gran o a petita escala en la nostra societat.

Vaig pensar que podia ser molt interessant saber que ens pot aportar
'enginyeria genética i que ens ha aportat ja i de quina manera ha influit en
nosaltres positiva o negativament.

Vull dirigir el meu treball en la participaci6 de I'enginyeria genética en
experiments importants, que veiem molt llunyans pero també en el que ens
queda més a prop, com molts dels aliments que consumim diariament o com
molts dels medicaments que avui ens ajuden a superar una malaltia que han
estat obtinguts gracies a I'enginyeria genética.

Vull ajudar a donar a coneixer una feina que esta molt present en tot el que ens

envolta, i per alguna ra6é que desconec, no s’ha donat prou a coneixer.

2. OBJECTIUS

Els objectius personals que tinc envers aquest treball han estat establerts a
partir del projecte de la fundacié La Pedrera, “Bojos per la Bioquimica”, en el
qual tinc el plaer de participar i on he aprés una part de la biologia que
practicament desconeixia.

Fent aquest treball, vull aconseguir poder veure com es treballa en laboratoris,
en aquest cas, en 'ambit de I'enginyeria genética; i a part, poder valorar si aixo
és el que m’agrada per dedicar-m’hi en un futur.

Els objectius envers I'enginyeria genetica es basen en poder coneixer com
avanca la investigacio en aquest camp, que és el que falta per descobrir o
aconseguir i especialment, quins dels productes que m’envolten o consumeixo

estan obtinguts per enginyeria genetica, i com han estat produits; també poder
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saber si realment son utils per a nosaltres i poder descobrir els possibles
impactes dels transgenics, que els consumidors desconeixem.

A part dels productes d’alimentacio, poder saber la quantitat de medicaments,
que avui ens ajuden en qualsevol malaltia i han estat obtinguts també per
enginyeria geneética; com el cas més conegut de la insulina; produida per
bacteris i util per als humans.

L’enginyeria genética esta també present en projectes dedicats a la cura del
cancer o altres malalties; en aquest treball espero descobrir en quins d’aquests
€s una clara solucié per resoldre tots els problemes que sorgeixen a I'hora de
finalitzar un projecte amb éxit.

Vull dedicar un apartat del meu treball en reconéixer aquells centres
d’'investigacié que milloren dia rere dia els seus descobriments utilitzant la
modificacié dels gens i conéixer aixi també els avencos més importants que ja
s’han fet; és a dir, alld que més ens ha canviat i per tant, ajudat, el qual ha estat
obtingut per enginyeria genética.

Aixi també, poder saber en quins projectes relacionats s’estan treballant
actualment i que es pretén aconseguir amb aquests.

D’aquesta manera, poder donar l'opcié a qui es llegeixi aquest treball, de
posicionar-s’hi a favor o en contra. Ja que, d’alguna manera; el poder de
controlar els gens d'una altra persona o ésser viu, esta molt criticat pels
principis étics que aixd comporta.

Fent aquest treball tindré I'oportunitat de realitzar una modificacié en els gens
d’'un bacteri, en concret, introduiré el gen GFP (gen de la fluorescencia) en un
bacteri i observar-ne els resultats.

A part, podré parlar amb diverses persones que treballen en el camp de
I'enginyeria genética i aixi saber quins projectes realitzen, amb quines finalitats,
la facilitat de realitzar aquests projectes havent-hi una oposicié ética... en
resum, poder veure d’'una manera més real que fa I'enginyeria genética en la
ciéncia d’avui dia.

En acabar el projecte, m’agradaria poder posicionar-me en algun dels dos

bandols i poder raonar el perque a qualsevol persona que hi senti interes.
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3. HIPOTESIS:

“ L’enginyeria genética és el futur en la investigacio cientifica de la nostra

societat”

4. HISTORIA DE L'ENGINYERIA GENETICA.:

1000 aC: Els babilonis celebren amb rituals religiosos la pol-linitzacio de les

palmeres.

323 aC: Aristotil especula sobre la naturalesa de la reproduccio i I'heréncia.
1676: Es confirma la reproduccid sexual en les plantes.

1677: Es contempla I'esperma animal a través del microscopi.

1838: Es descobreix que tots els organismes vius estan composts per cel-lules.
1859: Darwin fa publica la seva teoria sobre I'evolucié de les espécies.

1866: Mendel publica “Experiments sobre la hibridacio de plantes”.

1871: S’ailla el DNA en el nucli d’una cél-lula.

1925: Es descobreix que I'activitat del gen esta relacionada amb la seva posicio

en el cromosoma

1927: Es descobreix que els rajos X causen mutacions genétiques.
1943: ElI DNA és identificat com la molécula genetica.

1940-1950: Es descobreix que cada gen codifica una Unica proteina.

1950: S’aconsegueix congelar amb éxit semen de toro a -79°C per al seu

transport i inseminacié de vaques.

1952: Thomas King i Robert Briggs clonen granotes a partir de cél-lules

indiferenciades.

1953: Es proposa la estructura de doble hélix del DNA.
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1956: Son identificats 23 parells de cromosomes en les cel-lules dels humans.
1966: Es desxifra el codi genetic complet del DNA.
1972: Es crea la primera molécula de DNA recombinant en el laboratori.

1973: Tenen lloc els primers experiments d’enginyeria genética en els que els
gens d'una espécia s’introdueixen en organismes d’una altra espécia i

funcionen correctament.
1973: Stanley Cohen i Herbert Boyer elaboren la tecnica de clonacié de gens.

1976: Es funda en els EEUU Genetech, la primera empresa de enginyeria

genética.

1977: Mitjangant técniques d’enginyeria genetica es fabrica amb éxit una

hormona humana en una bacteria.
1978: Es clona el gen de la insulina humana.
1978: Neix Baby Louise, el primer bebé concebut mitjancant fecundacio in vitro.

1980: EIl Tribunal Suprem dels Estats Units, dictamina que es poden patentar
els microbis obtinguts mitjancant enginyeria genética.

1982: Es crea el primer ratoli transgenic (el superratoli), inserint un gen de la
hormona de creixement de la rata en ovuls de rata fecundats. Cientifics de la
Universitat de Seattle, San Diego i California, obtenen un ratoli transgenic

portador del gen de la hormona del creixement de la rata.
1982: Es produeix insulina utilitzant técniques de DNA recombinant.

1983: S’inventa la técnica de la PCR, que permet replicar gens especifics amb

molta rapidesa.
1983: Creacio de la primera planta transgenica de Tobacco.
1984: Creacio de les primeres plantes transgeniques.

1984: Primer naixement d’'un nado a partir d'un embrié congelat.
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1985: El laboratori de Ralph Brinster obté porcs transgenics que produeixen
I’'hnormona humana del creixement.

1985: S'utilitza per primera vegada la empremta genetica en una investigacio
judicial.
1986: S’autoritzen les proves cliniques de la vacuna contra I'Hepatitis B

obtinguda mitjancant enginyeria genética.

1987: PPL Therapeutic aconsegueix una ovella transgenica que produeix en la

llet la proteina humana alfa-lantitripsina.
1988: Primera patent d’'un organisme produit mitjancant enginyeria genética.

1990: Primer tractament amb éxit mitjancant terapia génica de nens amb
trastorns immunologics (nens bombolla). S’inicien nombrosos protocols
experimentals de terapia genica per a intentar curar malalties canceroses i

metaboliques.
1990: S’inicia el Projecte Genoma Huma.

1991: Steve Rosenberg realitza la primera terapia génica en pacients amb

melanoma maligne.

1994: Es comercialitza a California el primer aliment transgenic (un tomaquet) i

s’autoritza a Holanda la produccié del primer bou modificat genéticament.

1995: lan Wilmut i Keith Campbell obtenen a Megan i Morag, dos corders

engendrats per transferencia nuclear de cel-lules embrionaries.

1996: Per primera vegada es completa la sequencia del genoma d'un
organisme eucariotic, el llevat de la cervesa “Saccharomyces cervisiae”.

1996: Primer trasplant heterdleg d’'un cor de porc humanitzat a un babui.

1997: Clonacio del primer mamifer, una ovella anomenada Dolly.

2001: Gran Bretanya permet la clonacié d’embrions humans menors de 14dies.

2001: Es coneix de forma precisa la sequiéncia completa del genoma huma.
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5. QUE ES L'ENGINYERIA GENETICA | COM
DUU A TERME LA SEVA TASCA?

“Conjunt de técniques biologiques emprades per a la manipulacié i modificacio
del material genétic dels éssers vius. L’aillament de fragments de DNA i la seva
introduccio a linterior d’altres cél-lules constitueixen 'esséncia de l'enginyeria
genetica, que possibilita la transferéncia de caracteristiques biologiques d’un
organisme a un altre, la creaci6 de gens artificials, la produccié de
determinades substancies com la insulina o vacunes, etc.” Enciclopédia Salvat

Catala.

L’enginyeria genética per tant, ens permet modificar el genoma, és a dir, el
conjunt haploide dels gens d’un organisme. Ja sigui per addicid, per eliminacio

o per alteracié d’aquests gens.

L’objectiu és, per tant, aconseguir que I'organisme escollit acabi produint una
proteina, la qual no estava codificada inicialment en el seu genoma pero si que

ho esta en aquest genoma modificat.

Tot el procés que finalitza amb la  Insercion de un fragmento de
ADN en un plasmido

modificacié dels gens i obtencio \ 4

. . . fragmento de ADN a
d’'un DNA recombinat, és a dir, Insere
un DNA que conté una part propia { plasmido R ~

B

i una altra d’'un donant, introduida

“digestion con EcoRl en los
sitios indicados con las flechas

artificialment; comenga amb els

enzims de restriccio,

encarregats de reconeixer una . eemos se unen por
complementariedad de bases y

sequéencia  caracteristica  de  seselanconligasa
nucleotids dins d'una molécula de -
DNA i tallar el DNA en aquest
punt en concret, anomenat lloc o
diana de restriccié, 0 en un lloc no molt llunya a aquest, depenent de
I'enzim. Els llocs de restriccid tenen entre 4 i 12 parells de bases, amb les quals
sén reconeguts,capacos de reconeixer seqiencies palindromiques (aquelles

gue llegeixen en direccions oposades el mateix orde de nucleotids) de DNA i

7
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tallar els enllacos fosfodiéster del material genétic en un punt especific. Aquest
segment obtingut és anomenat, DNA passatger i forma part del DNA estrany

que s’introduira al DNA receptor, a la cél-lula.

Un cop les cel-lules han rebut el gen introduit, aquest es reprodueix i es copia,

com la resta d’ADN de la cél-lula i aixi es produeix una clonacio.

Formes d’introduccié de gens en cél-lules:

Mecanismes biologics:
o Per plasmidis:

Els plasmidis s6n una construccié de gens extra cromosomica, que pot ser
lineal o circular. Tot i que s’han descrit principalment en bacteris; alguns pocs
s’han trobat en llevats. No sén essencials per a la vida del microorganisme,
perd en determinades circumstancies poden aportar I' informacié genética

necessaria per a sintetitzar alguna proteina d’interés, per exemple un antibiotic

ADN bacteriano Plasmidos

Un plasmidi bacteria, és un petit fragment de DNA en forma circular, conté els

seus propis mini cromosomes els quals es dupliguen autbonomament.

El procés comenca amb la ruptura de la paret cel-lular del bacteri, per tant,
aconseguim tenir el plasmidi lliure i aixi podem introduir-hi el DNA passatger.
Un cop modificat el plasmidi pot penetrar en altres bacteris, convertint-los en

organismes modificats genéticament.

Aquest pas, s'anomena transformacio, i és facilitat per la permeabilitzacio de

les membranes del bacteri al qual se li introduira el plasmidi modificat.

Representacio del procés d’obtencié d’'un DNA recombinat:
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Gen que es
desitja clonar

Extrems cohesius. Bases
ﬂ' nitrogenades
| complementaries

Vector de clonacié. Plasmidi
al qual s’insereix.

Tall realitzat per un enzim
de restriccio.

l

Uni6 del gen amb el plasmidi per ’ADN-lligasa
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Un cop s’ha introduit el gen en el plasmidi, es duu a terme la transformacio.

Es a dir, el plasmidi s’introdueix en un bacteri.

recombinado Celula

o anfitriona
© A

E.coh
Célulnnmada

Sovint s'utilitza el bacteri E.Coli (Escherichia coli) degut a la seva senzillesa.

Per poder realitzar aquest procés és necessari que el fragment de DNA que
codifiqui per a un gen provingui d’'una ceél-lula procariota o bé, si prové d’una
cél-lula eucariota; ha de ser el RNA ja madur, aixi, ser tant sols els exons®
d’aquesta. Si el procés és realitzés amb DNA o amb un RNA sense haver
madurat, aquest contindria també els introns? i en ser introduit en el bacteri, no
realitzaria la maduracié corresponent en les cél-lules eucariotes i per tant no

s’eliminarien els introns i no s’arribaria a codificar cap gen.

Per dur a terme la transformacié en una cél-lula procariota, s’utilitza el RNA
missatger del fragment que es desitgi procedent de la cél-lula eucariota, per
tant, del fragment que codifiqui per al gen desitjat, i aquest ja ha madurat
havent eliminat aixi els seus introns. S'utilitza després la transcriptasa inversa
per poder transformar aquest fragment de RNAmissatger (madur) en DNA una
altra vegada. | aquest procés finalitza amb la introduccié del DNA per mitja d’'un

vector (retrovirus, explicat més endavant o plasmidi), en la cél-lula procariota.
Exons’: Porci6 transcrita i traduida dels gens.

Introns®: Porcié dels gens, transcrita perd no traduida a proteines.

10
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L’altra solucié per a poder eliminar els introns del DNA és utilitzar un plasmidi
de llevats, ja que al ser cél-lules eucariotes; en el seu procés d’obtencié de
proteines hi apareix la maduracié del RNA. Es per aix0 que son tan Utils
aquests tipus de plasmidis. D’aquesta manera s’evita la intervencié de manera
artificial de la transcriptasa inversa. Tan sols s’ha d’introduir el fragment de
DNA (amb introns i exons) i en el plasmidi ja s’hi realitzara correctament tot el
proceés fins a arribar a I'obtencio de la proteina desitjada codificada per aquest
DNA introduit.

Un altre métode utilitzat per a la modificacié del material genétic d’'un bacteri és
la conjugacié. Procés on es transfereix aquest material genétic, en forma
de plasmidi o de genoma bacteria, entre bacteris.

Hi apareix una cel-lula donadora, la qual aporta el material genétic, i una de
receptora, la que el rep.

Aquesta modificacié sols és possible si el bacteri donant conté un cas concret
de plasmidis, els “fertility- (F) plasmids”, és a dir, els plasmidis que codifiquen
per a la formacié del pilis sexual, microtubul que s’estén des de la superficie de
la cel-lula bacteriana.

Una vegada el fragment de DNA del bacteri donant esta dins la cél-lula
receptora, €s possible la recombinacio; on el DNA del donant s’alinea amb el
de la receptora i per encreuament s’intercanvien gens, passant a formar part

del genoma de la cél-lula bacteriana.

Cél ' IUIa ( g O \) -:]Cji: plasmid :
bacteriana——» — —— CeI-Ing
donant (O o —— ") «—L| bacteriana
D — ~— receptora
( i ~ \— 8/ _\\\
\ S A S J
</ \\l < A \\’
\‘ S / \ \

Jp herveg y m barcia-macay, 2005
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o Per virus:

La modificacié genética d’un organisme pot realitzar-se també utilitzant el virus

com a vector, especialment util per a la introduccié en aquelles cél-lules amb

receptors en la membrana cel-lular.

S’introdueix el DNA en el genoma
viral, i aixi aconseguir també que el
virus no es repliqui, i per tant que no
sigui patogenic. Els virus utilitzats
s’anomenen recombinants [
defectuosos, ja que els manca
alguna funcié necessaria per a poder

realitzar el seu propi cicle replicador.

En primer lloc s’introdueix el DNA en el virus, en aquest cas un fragment que

codifica per a la fabricacié de 'hnormona del creixement. El virus traspassa la

membrana cel-lular i introdueix el DNA en el nucli de la cél-lula, per tant, aquest

formara part del DNA propi de la cél-lula i es transcriura i es traduira

correctament, d’aquesta manera es produira ’'hormona desitjada.

ONA enood ing
gowth facior

Wine m@rrying

8. o owih facior DA

"éi

12



La revolucio dels gens

Retroviridae és una familia de virus embolcallats que es repliquen en una
cel-lula hoste a través del procés de transcripcié inversa. Un retrovirus és un
virus de ARN monocatenari, que emmagatzema el seu acid nucleic amb la
forma d’'un genoma de RNAmissatger i es dirigeix a una cél-lula hoste com un

parastic obligat.

En la majoria dels virus, el DNA es transcriu en RNA i després aquest RNA es
tradueix en proteina. No obstant, la funcié dels retrovirus és diferent; el seu
RNA es transcriu de forma inversa en DNA, que esta integrat en el genoma de
la cel-lula hoste i despres se sotmet als processos habituals de transcripcio i

traduccio per a expressar els gens transportats per el virus.

Una vegada dins del citoplasma de la cel-lula hoste, el virus utilitza la seva
propia transcriptasa inversa per a produir DNA a partir del RNA del seu

genoma; al revés que la pauta habitual, per tant retro (cap endarrere).

Aquest nou DNA s’integra en la cél-lula hoste a partir d’'una enzima anomenada
integrasa. Aixi la cél-lula hoste tracta al DNA viral com a una part del seu
genoma propi, en fa la traduccio i la transcripcio alhora que la dels gens propis

de la cel-lula i aixi també produeix les proteines que el genoma viral indicaven.

La informacio continguda en un gen retroviral, s'utilitza per generar la proteina

corresponent a través de la sequéncia:
RNA -> DNA -> RNA -> péptid®

Aix0 estén el procés fonamental identificat per Francis Crick (un gen-un péptid),

en que la sequéencia és:
DNA -> RNA -> peptid

Péptid®. Proteina que esta sintetitzada per un o més polipéptids en cadena, per

exemple la hemoglobina es un peptid de quatre cadenes.

El procés realitzat per el retrovirus a partir de la transcriptasa inversa, posseeix
una importancia extraordinaria en la manipulacié genetica ja que facilita el
proceés i augmenta les possibilitats d’éxit al realitzar-ho de manera natural per la

cel-lula.

13



La revolucio dels gens

El retrovirus és el virus més utilitzat per dur a terme la introduccié d’un gen en
altres cél-lules a partir de virus. No obstant, no és I'inic emprat; s'utilitza entre
d’altres el virus HSV (Herplex Simple Virus) pero el retrovirus és el més eficac,

amb una eficiencia proxima al 100%.

Aquests retrovirus recombinats son utilitzats com una via bastant segura per a
la transferencia genetica des de la década dels 80; anteriorment com a

protocols de terapia génica i cada vegada més com a vector..
o Per liposomes:

El procés mitjancant el qual s’introdueix DNA en una cél-lula a través de
liposomes (petites vesicules fosfolipidiques) , s"anomena lipofeccio i consisteix
en la unié d’aquests liposomes en la membrana cel-lular i seguidament la
introduccié del seu contingut en la cél-lula, és a dir, el DNA introduit

anteriorment.

Flasmido
wector d o
DI Endocitosis

fF 3 ’Cnmplejn
- Ca-lipido

Anente de

lipofeccidn Mermbrana
celular

Mecanismes no biologics:
o Electroporacio:

Consisteix en la provocacié d’'un augment de la conductivitat eléctrica i la
permeabilitat de la membrana plasmatica cel-lular, aplicant-hi un camp eléctric
de manera externa.

14
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Quan el voltatge travessa la membrana plasmatica, hi forma porus; els quals es
tancaran passats un temps, i pels quals entrara el DNA que vol introduir-se a la

céel-lula.

Aquest procés ha de ser rapid per no causar una

mort de les cél-lules exposades a I'alt voltatge.

L’electroporacid és usada gracies a la seva
eficacia i també s’utilitza en el tractament de
tumors en els centres de salut més selectes del

mon.

Coll toko up
DNA through
heles i membrone.

Els experts, asseguren que amb [I'electroporacio
en aquest cas, irreversible, 'energia no termica, €s

usada per crear innumerables i permanents

nanoporus en la membrana cel-lular amb la

finalitat d’impedir 'homeostasi® i aixi iniciar la mort

de la cél-lula per apoptosi®.

A part, aguesta energia produida, no crema i per tant, permet conservar els

teixits i les estructures no cel-lulars del voltant de les estructures tumorals.

Before Pulse During E-field After Pulse

Cell membrane

e “';\ 7

Electric field induces a
voltage across cell
membrane

Homeostasi’: Tendéncia al manteniment de I'equilibri i de I'estabilitat interns en els

diferents sistemes biologics.

Apoptosi®>: Mecanisme de mort cel-lular programada genéticament que permet

I'eliminacio de cél-lules envellides, malmeses o sobreres.
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o Microinjeccio:

En el procés de microinjeccié s’utilitzen agulles per inserir substancies en un
nivell microscopic dins d’'una cel-lula viva.

L’agulla, d’ aproximadament 10 micrometres, la qual pot contenir fins a 15
microlitres de DNA,; penetra la membrana cel-lular i fins i tot la membrana

nuclear per a introduir en la cel-lula el seu contingut.

ADN a transferir. . iy
@ transterir Microinyeccion del ADN E
en la célula receptora.

Fig. 6 Microinyeccion de genes en el
interior de un zigoto receptor.

o Microprojeccio o tret de microbales:

La microprojeccié consisteix en la introduccié de DNA en una cel-lula a partir
d’una micropistola; encarregada de disparar microbales d’acer, impregnades de
DNA, aquesta técnica és utilitzada principalment en cél-lules eucariotes, ja que

la modificacié és més complexa de realitzar amb éxit que en els bacteris.

9~ o0 \\\ @

Microbala
recubierta de ADN

Fig. 4 [Transferencia de genes mediante
disparo de microbalas impregnadas en ADN
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6. TECNIQUES UTILITZADES EN
L’ENGINYERIA GENETICA:

Técnica de la PCR:

PCR, dit aixi per les seves sigles en angles, fa referencia a la polymerase chain
reaction, és a dir a la reaccié en cadena de la polimerasa; una técnica “in vitro”

qgue imita I’habilitat natural de la cél-lula per a duplicar el DNA.

ADM primasa

ADN Egasa Cebador
ADM poimerasa (Pola)

Duplicacio del DNA d'una
cal.lila de manera natiral

3
Cadena || I -!-"I p
retrasada ﬂ

5

fragmento de Okazak .

+ 4 5
Cadena | J I g
adelantada I J Ll

y

Topoisomerasa

ADN polimerasa [Polf)
Helicasa

Proteinas de Unidn
a Cadena Simple {35b)

Abans del 1980, I'inic métode existent per a obtenir grans quantitats d'un
mateix fragment d DNA, era clonant-lo en vectors adequats i introduint-lo i
multiplicant-lo en bactéries; pero al 1985 Kary Mullis (Premi Nobel en Quimica
al 1993) va desenvolupar un metode que permet a partir d’'una mostra molt
petita de DNA, obtenir milions de copies d’aquest DNA “in vitro”, en molt
poques hores i abstenint-se de I’ utilitzacié de cel-lules vives.

Per poder dur a terme la PCR, és necessari saber la sequencia de nucleotids
dels extrems del fragment que es vol amplificar, és a dir oligonucleotids que
actuaran com a primers®.

Primer®: Es una cadena d’acid nucleic o d’'una molécula relacionada que serveix com a

punt de partida per a la replicacié del DNA.

Per a que es realitzi el procés amb exit, s’han
d’introduir en els tubs de PCR, els quals poden
contenir una mescla de fins a 100uL amb:
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o Un buffer, és a dir, una solucié reguladora que conté concentracions
relativament elevades d'un acid débil i la seva base conjugada, sals
hidroliticament actives que tenen la propietat de mantenir estable el pH
d’una dissolucié davant I'addicié de quantitats relativament petites d’acids
o bases fortes. Es molt important, ja que amb un lleuger canvi en la
concentracio d’hidrogens de la cel-lula pot produir-se una aturada en
I'activitat dels enzims.

o Elfragment de DNA que es vol amplificar.

o Els quatre tipus de desoxiribonucleotids, lliures.

o Els oligonucleotids de cadena senzilla, primers.

o Una DNA-polimerasa termostable, ja que ha d’actuar a altes temperatures
(uns 75°C) i alhora ha de mantenir la seva estructura estable a

temperatures de 95°C.

L’amplificacié dura unes dues hores i es un procés
ciclic que consta d’'uns 20 a 40 cicles. Cadascun
dura entre un minut i mig i cinc minuts. Tot el

proceés es realitza en un termociclador.

Cada cicle pot dividir-se en tres etapes:
Desnaturalitzacio:

El procés consisteix en separar les dues cadenes de DNA, per aixdo és
necessaria una temperatura molt elevada, d’'uns 90°C, per poder aixi trencar
els ponts d’hidrogen que uneixen les dues cadenes, formant molecules de

cadena simple.

PCR PCR
1°CICLO 1°CICLO
ADN : : _— ADN
FRAGMENTO QUE - . '
SE DESEA CLONAR DESNATURALIZACION A 90° C
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Hibridacio:

PCR
El resultat de la desnaturalitzacié es sk
refreda bruscament entre uns 37 i 65°C,
aconseguint aixi la unié dels primers amb AR e e
les cadenes de DNA, els quals seran ==
utilitzats com a punt de partida en la sintesi HIBRIDACION A 50° C

d’'una nova cadena de DNA.

Replicacid, elongacié o polimeritzacio :

Es l'iltima fase de cada cicle hi te lloc 'amplificacié del DNA. Dura tan sols

entre un i tres segons i es realitza a una temperatura d’uns 70°C.

— En aquesta fase hi participa la DNA-

1°CICLO polimerasa termostable, que comenga a
sintetitzar una nova cadena de DNA a

ADN . . . . .z y y
= partir dels primers i en direccio 5’ -> 3'.

R Una vegada s’ha llegit tota la cadena,

comenca un altre cicle.
La resta de cicles segueixen el mateix
meétode que el primer, fins arribar al 3er on s’obté la primera cadena del

fragment que realment es vol clonar

PCR

2°CICLO 2°CICLO

ADN

HIBRIDACION A 50° C DESNATURALIZACION A 90° C
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PCR PCR
2°CICLO 3°CICLO
ADN s ADN s
— -
POLIMERIZACION A 70° C
PCR PCR

3°CICLO 3°CICLO

ADN -: ADN e =

: : —
DESNATURALIZACION A 90° C PRIMERA CADENA DEL FRAGMENTO

DE ADN QUE SE DESEA CLONAR

Aqui hem obtingut la primera cadena del fragment que volem clonar, i ara, a
partir d’aquestes s’aniran realitzant més cicles per augmentar el nombre de
fragments del DNA, fins arribar a uns 20-30.

El proces de la reaccié en cadena de la polimerasa, pot realitzar-se també a
partir d’'un fragment de RNA enlloc d’'un de DNA, en aquest cas hi intervé la

transcriptasa inversa i el procés és:

«» Retrotranscripcio a partir del RNA

« Amplificacié a partir de la primera cadena de DNA
< PCR estandard
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Per realitzar-se el procés de la RT-PCR; és també necessaria la introduccio en
un microtub de PCR de:

mRNA DNA primers RT dNTPs Tag

QU= EE I

o Un buffer, per mantenir estable el pH d’'uns dissolucié davant 'addici6 de
quantitats relativament petites d’acids o bases fortes.

o Els quatre tipus de desoxiribonucleotids, lliures.

o Els oligonucleotids de cadena senzilla, primers

o Latranscriptasa inversa

o DNA polimerasa termostable

o Els fragments de RNA que és volen amplificar

Una vegada esta preparada la dissolucio, s'incuba a uns 37°C per a que pugui
actuar la transcriptasa inversa, la qual sintetitzara una cadena de DNA a partir

del fragment de RNA ja existent.

mRNA DNA primers RT dANTPs Tag
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S’agumenta la temperatura a 55°C per a que comenci el procés estandard de la
PCR, on s’uneixen els primers amb les cadenes de DNA, els quals seran
utilitzats com a punt de partida en la sintesi d’'una nova cadena de DNA.

mRNA DNA primers RT dNTPs Taq
=
dATP . .dGTP

Raise Temperature to 55° C.

S’augmenta la temperatura fins als 72°C, moment en el que actua la DNA

polimerasa termostable.

mRNA DNA primers RT dNTPs Tag

Raise Temperature to 72° C.

?

R v e —

En arribar a aquest pas, la RT-PCR, segueix com una PCR estandard.

DNA primers dNTPs Taq

With the creation of cDNA,PCR is
performed in the traditional manner.

?
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—
®——

Es repeteixen els cicles de la PCR fins que s’aconsegueix un nombre elevat de

copies del fragment desitjat.
Técnica de la PCR en I’enginyeria genética:

La técnica de la PCR és fonamental en I'enginyeria genética ja que; una petita
mostra, on hi ha un fragment petit de DNA, no seria suficient per a realitzar
estudis genétics com ho son les proves de paternitat o la deteccié d’'un aliment
transgenic perquée la quantitat de DNA present en les cél-lules és tan petita (de
'ordre de picograms) que es necessitaria una gran quantitat de material

cel-lular per aconseguir una quantitat apreciable de DNA.

Técnica d’electroforesi:

L’electroforesi en gel és un métode que s’utilitza per a separar macromolécules
en funcié de la mida, la carrega eléctrica i altres propietats fisiques. El terme
electroforesis descriu la manipulacié de les particules carregades sota la
influéncia d’'un camp eléctric. “Electro” es refereix a I'electricitat i “foresi” del
grec phoros, significa transportar. Aixi doncs, I'electroforesi en gel és una
tecnica consistent en aplicar corrent eléctrica a les molecules per a que

travessin una placa de gel.

La forca motriu de I'electroforesi és la tensié electrica aplicada als electrodes en
ambdos extrems del gel. Les propietats d’'una molécula determinen la velocitat

amb la que un camp electric pot desplacar-la a través d’'un medi gelatinds.

Moltes macromolecules biologiques importants (per exemple, els aminoacids,

els péeptids, les proteines, els nucleotids i els acids nucleics) posseeixen grups
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ionitzables i, a un pH determinat, existeixen en soluci6 com espécies
carregades eléctricament, siguin cations (+) o anions (-). Segons la naturalesa
de la carrega neta, les particules carregades migraran cap al catode o cap al
anode. Aixi, per exemple quan s’aplica un camp eléctric a un gel amb pH
neutre, els grups fosfat del DNA carregats negativament el faran migrar cap al

anode.

Varies hores després, quan s’hagi finalitzat la migraci6 del DNA, podem
extreure el gel d’agarosa on ha tingut lloc el procés d’electroforesi, i gracies a
I'ajuda de la llum ultraviolada podrem visualitzar el moviment que ha realitzat el
DNA.

Preparacio del gel d’agarosa:

Coalta 65°C, and

pour into mold Comb ta

make wells
Wells

Finizhed gel

Microwave
tao bail

Mix agarase
and buffer

Electroforesi :

En el primer carril de I'electroforesi s’hi introdueix el Marker DNA, que és un
marcador de mida i pes molecular, també conegut com a proteina d’escala. Es
un conjunt d’estandards que s'utilitzen per a identificar la mida aproximada
d’una molécula de correr en gel durant I'electroforesi, utilitzant el principi de
gue el pes molecular es inversament proporcional a la taxa de migracio a través

del gel.

En els seguents, s’hi introdueixen les solucions a estudiar.
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m DNA sample in gel loading buffer

e DNA Separation

t =0 min t=30 - 45 min
0 DNA Sqm le DNA Marker
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- = e e e
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Supply Electrical o =
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- /’ =
/ L |
Application of Anede Separated
Electrical Field DNA
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& Documentation
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Técnica de I'’electroforesi en I’enginyeria genética:

L’electroforesi es la técnica utilitzada per a poder saber per a quines proteines
codifica un fragment de DNA.

En l'enginyeria genética serveix com a comprovacio, de si la modificacio
genética ha estat realitzada amb éxit. Es a dir, una vegada I'organisme ha
estat modificat, el seu DNA recombinat codificara per a unes proteines,
almenys una de les quals és la que nosaltres desitgem; sols ens cal saber el
pes molecular d’aquesta, i realitzar una electroforesi amb el material genétic de
I'organisme modificat. | aixi, podrem saber si hi ha alguna proteina expressada
amb el pes molecular que nosaltres coneixem, si la resposta és afirmativa, es
tractara de la nostra proteina i per tant, aquesta haura estat sintetitzada a partir
del DNA recombinat i aix0 voldra dir que la manipulacié geneética s’ha realitzat

amb éexit.
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7. APLICACIONS DE L'ENGINYERIA
GENETICA

Els organismes transgénics han passat a ocupar una posicié central en la
biotecnologia moderna, perque permeten fer modificacions molt especifiques
del genoma (que val la pena analitzar amb detall, degut a les seves importants

aplicacions presents i futures).

Les aplicacions de I'enginyeria genéetica son aplicables a tractaments medics i
son la soluci6 a curt i llarg termini de determinades malalties genetiques amb la
produccio de substancies diverses d’origen transgeénic. Algunes substancies o

tractaments especifics obtinguts per aquests mecanismes son:

o Fabricacié de proteines o péptids d’interés sanitari

o Fabricacié de substancies hormonals en la llet de la vaca

o Substancies pal-liatives del dolor

o Trasplantaments d’drgans i teixits

o Solucions a problemes cardiacs.

o Vies de solucio al Dengue.

o Tractaments contra el cancer o la SIDA.

o Diagnostic i soluci6 de malalties hereditaries: hemofilia, anemia
falciforme, retras mental, fibrosis quistica, esquizofrénia, espina
bifida...entre d’altres.

o Fabricacié de vacunes transgéniques o d’antibiotics.
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En ’agricultura:

Les llavors i plantes transgéniques es van comengar a produir i comercialitzar
en la segona meitat del segle XX. El seu Us i comercialitzacié s’ha estés en
varis paisos i regions, per a la seva major productivitat i resistencia a plagues.
No obstant, existeix un moviment contrari a la seva acceptacio al-legant que
podrien no ser segures i/o convenients per a la salut i per a I'alimentacio dels
éssers humans tot i que no existeixi una evidencia cientifica que recolzi

aguesta postura, ni cap que la pugui desmentir.

La legislacio sobre la produccié i venta d’aliments derivats d’organismes
modificats genéticament varia enormement d’un pais a un altre, variant des de
la legalitzaciéo de la seva producciéo despres de presentar estudis sobre la

seguretat, a regions que es declaren lliures de transgenics.

Inexistents al 1993; al 2011 les superficies cultivades amb OMG (Organismes
Modificats Genéticament), representaven 160 milions d’hectarees segons
International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications, una
organitzacié no governamental de promocié de biotecnologies, casi el 50% en
els paisos de desenvolupament. Aix0 presenta el 3% de les terres agricoles
d’escala mundial, tot i que per a certs paisos com els Estats Units representen
el 17% de la superficie agricola i el 47% de les terres arables. Segons el mateix
organisme el mercat de productes de cultius comercials transgenics com blat,
soja, coto... esta valorat en 160 bilions de dolars (al 2011), i el 13.2 bilions en

les seves llavors.

Les organitzacions ecologistes estimen que les xifres concernents a les

superficies de cultius estan sobrevalorats.

Mitjangant I'enginyeria genética s’ha pogut modificar les caracteristiques d’una
gran gquantitat de plantes per a fer-les més utils per a 'espécie humana, soén les
anomenades plantes transgeniques. Les primeres plantes obtingudes
mitjancant aquestes técniques van ser un tipus de tomaqueres, aconseguint
que els seus fruits tardessin en madurar algunes setmanes més despres
d’haver estat collits.

Recordant que la cel-lula vegetal posseeix una rigida paret cel-lular el primer

gue s’ha de fer es obtenir protoplasts; unes cel-lules desproveides de paret
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cel-lular que s’aconsegueix emprant enzims que destrueixen la lamina mitja i
desorganitzen la paret de cel-lulosa.

En els cultius cel-lulars s’hi poden realitzar diferents técniques per a modificar
el patrimoni genétic de les cel-lules que el formen.

Tecniques indirectes:

Transformacio de les cel-lules mitjangant Agrobacterium tumaciens, bacteri que
es pot considerar el primer enginyer genétic, degut a la seva particular biologia.
On el bacteri és utilitzat com a vector dels gens que es desitgen introduir en
una cél-lula vegetal, on s’aconsegueix la transformacio de la cél-lula, la qual pot

regenerar per micropropagacié una planta plenament transgénica.

Cultivo de células =~
y tejidos

Extraccion y
aislamiento de ADN ~(

J i |
Clonacion y diseno S

de genes -
9 Transformacion'

AN L
SN\

Técniques directes:

Electroporacid, microinjeccio, liposomes i metodes quimics.

En animals de granja:

L’enginyeria geneética en animals de granja s’ha dirigit a millorar la productivitat
animal: s’han desenvolupat vaques que produeixen més llet, ovelles que

produeixen més llana i peixos amb una major taxa de creixement.

La produccié de peixos geneticament modificats és objecte de molt interes des
del punt de vista comercial, sent els trets de major interes el creixement, la

resistéencia a les malalties i la millor tolerancia ambiental. S’han obtingut ja
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peixos transgénics de, al menys, 20 espeécies, i dos d’aquests estan esperant la

seva aprovacio als Estats Units per a poder ser utilitzats com a aliment.

La manipulacié genética de animals de granja €és, també, objecte de
preocupacio en alguns sectors a causa del sofriment que pot comportar a
I'animal la introduccié d’'uns transgen. Per exemple, els porcs transgénics als
que s’ha introduit el gen de I'hormona de creixement de la vaca per incrementar
la seva produccié de carn, pateixen artritis, Ulceres, malalties del ronyo i
problemes de fertilitat.

La modificacié genética s’ha estés en un gran nombre d’espécies com per
exemple el cuc de seda per segregar col-lagen o fibres de nous colors i
qualitats Uniques; o erugues portadores de espidroina, la proteina responsable
del ultra resistent fil de les aranyes, amb el qual es disposaria d’abundant

materia prima per a teixir paracaigudes i armilles antibales.

En I'estudi de malalties:

Molts animals transgenics es dissenyen per a augmentar la comprensié del
paper dels gens en el desenvolupament d’'una malaltia, o per a imitar malalties

humanes amb la finalitat d’'investigar nous tractaments.

Existeixen models transgenics per a una amplia varietat de malalties humanes,
com cancer, fibrosis quistica, artritis reumatica i Alzheimer. L’inconvenient
radica en que aquests animals no siguin, probablement, ni adequats ni

rellevants com a models humans.

En la producci6 de productes biologics:

Es poden crear animals transgenics que produeixin productes biologics utils
(medicaments, proteines...) mitjancant la introduccié de la porcié de DNA que
codifica aquest producte en particular. Per exemple, el tractament del enfisema
es duu a terme mitjancant la proteina humana a-1l-antitripsina, i s’han
desenvolupant ovelles que produeixen aquesta proteina en la seva llet en

majors quantitats que en els cultius cel-lulars convencionals.
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No obstant, la produccié de proteines alienes a I'organisme de I'animal pot

provocar-li problemes en les seves funcions biologiques.

En I’assaiq de seqguretat de vacunes i productes guimics:

S’han desenvolupat ratolins transgénics per assajar la seguretat de les vacunes
abans de subministrar-les en humans. També s’emprenen animals transgénics
amb gens que els fan més sensibles a la toxicitat de farmacs o productes
quimics presents en 'ambient, de forma que en els assajos es realitzen amb

menys animals i s’'obtenen resultats amb més rapidesa.

Per a la donacidé d’organs:

S’han desenvolupat porcs transgénics amb al finalitat de produir érgans per a
transplantaments de forma que no existeixi el rebuig per el sistema
immunologic del pacient. Per aixd s’ha introduit un gen que expressi una
proteina humana en la superficie de les cél-lules de I'animal, de manera que
aquestes cel-lules no son desconegudes per al sistema immune de I’huma i per

tant s’evita el rebuig.

Aquest procediment no es tan senzill com pot semblar, ja que evitar la resposta
immune implica tenir en compte altres factors a part dels mencionats. Per una
altra banda, existeix la preocupacié de que els transplantaments d’animals a
humans permetin a un virus animal saltar a I'espécie humana, amb el

consequent risc d’epidemia.
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8. TERAPIA GENICA:

La terapia genica €s un tractament médic que consisteix en manipular la
informacio genética de cél-lules malaltes per a corregir un defecte genetic o per

a dotar a les cél-lules d’una nova funcio que els permeti superar una alteracié.

Amb I'ajuda dels vectors adequats, que sén generalment els virus, s’introdueix
el gen correcte i s’integra en el DNA de la cél-lula malalta mitjangant técniques

de recombinacio genetica.
En principi existeixen tres formes de tractar malalties amb aquestes terapies:
e Substituir gens alterats:

Es poden corregir mutacions mitjancant la cirurgia genetica, substituint el gen

defectuds o reparant la segiiéncia mutada.
¢ Inhibir o contrarestar efectes nocius:

Es duu a terme mitjangant la inhibicié dirigida de I'expressio génica. Aquest
procés es desenvolupa bloquejant promotors, interferint amb els mecanismes
d’expressié geénica mitjangcant RNAs “anti-sentit”, que sén complementaris de

RNA-missatgers i s’'uneixen a ells bloquejant-los 0, més recentment mitjancant
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siRNA (“small interferents RNA”, “RNAs, petits interferents”) que bloquegen
sequencies especifiques de RNA, pel que poden inhibir qualsevol gen
bloquejant els seus RNA missatgers.

e Inserint nous gens:

Es realitza per suspensi6 dirigida de cel-lules especifiques. S’insereixen gens
suicides que destrueixen a la propia cel-lula que els allotja o gens estimuladors
de la resposta immune. També es pot introduir una copia d’'un gen normal per a

substituir la funcié d’'un gen mutant que no fabrica una proteina correcta.

Per exemple, en el tractament dels cancers que es realitza avui en dia, una de
les principals vies d’investigacié és la de marcar genéticament a les cél-lules
tumorals d’un cancer per a que l'organisme les reconegui coma estranyes i
pugui lluitar contra elles, estimulant la resposta immune, Unes altres estrategies
que es segueixen en l'actualitat contra el cancer sén: inactivar oncogens,
introduir gens supressors de tumors, introduir gens suicides o gens que

augmentin la sensibilitat a farmacs...

Aqui es recullen alguns dels tractaments que s’utilitzen recentment:

Células a
Enfermedad Incidencia Genimplicade  Alteracién  medificar Vector
Inmignodeticlancs Falta de furedén Ml dsaa Retrowsrus
combinada Seuera Fara ::_n“?:;:: ginica Airdocitos T
[SCID)
) Factor Wil de " Hepatocitos /
Hernotilia A WVaranes coagulacian Faita de luncicn Fibroblastios
HiF h_:flt::rd“mal 14500 Receptor de LOL Falta de funcidn Higado Retrovirus
Fibiadis quistics 142 500 CFTR Falla d funcidn Puilrnicn ﬁ;nn:;r;;:
0§ sArofi 3 musoul ar . . . -
de Ducherme 100000 waranes Digbr oliris Falta de funcidn M2l
Falls de coriral dely . .
Cirar Bta Multifactorial  proberscidn ymuoerte  Bdtiples tipos
celndar oelulares
Temade de Mayer Menéndeg, F.
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9. PROJECTE GENOMA HUMA:

Proyecto del Genoma Humano

Per a poder explicar en qué consisteix el Projecte Genoma Huma, cal saber
qgue és el genoma huma.

El genoma huma és el genoma del Homo Sapiens Sapiens, és a dir, la
sequéncia de DNA continguda en 23 parells de cromosomes en el nucli de

cada cel-lula humana diploide.

La sequencia de DNA que forma el
genoma huma, conté codificada la
informacié necessaria per a I'expressio,
altament coordinada i adaptable a
I'ambient, del conjunt de les proteines de
I'ésser huma. I, sén les proteines i no el
DNA, les principals biomolecules
efectores, és a dir, contenen funcions

estructurals, enzimatiques,

metaboliques, reguladores...

El conjunt de proteines de I'ésser huma, anomenat protoma fonamenta la

morfologia i la funcionalitat de cada ceél-lula. Alhora que ['organitzacio
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estructural i funcional de les cel-lules forma els teixits i els organs, i, finalment

I'organisme viu en el seu conjunt.

Aixi, el genoma huma conté tota la informacié basica i necessaria per al

desenvolupament fisic d’'un ésser huma complet.

Introduccid: origen i justificacio del projecte:

El Projecte genoma huma va ser el primer gran esfor¢c coordinat
internacionalment en la historia de la biologia. Proposant-se determinar la
sequiéncia completa (més de 3000 - 10° parells de bases) del genoma huma,
localitzant amb exactitud (cartografia) els 100.000 gens aproximadament i la
resta de material hereditari de la nostra especie, responsables de les

instruccions genétiques del que som des del punt de vista biologic.

Realment, el que anomenem Projecte Genoma €s el terme genéric amb el que
designem una serie de diverses iniciatives per a conéixer al maxim detall els
genomes no tan sols dels humans, siné d’'una série d’organismes model de tots
els dominis de la vida, tot el qual s’espera que doni un impuls formidable en el
coneixement dels processos bioldogics (des de l'escala molecular fins a
I'evolutiva) i de la fisiologia i patologia dels éssers humans, i que es traduiria en
multitud d’aplicacions técniques i comercials en ambits com el diagnostic i

terapia de malalties, biotecnologies, instrumental, computacio, robotica...

Fins a mitjans de la década dels anys 80 la metodologia del DNA recombinant i
les seves técniques associades (vectors de clonacid, enzims de restriccio,
transformacié artificial de cel-lules procariotes i eucariotes, biblioteques de
gens, sondes moleculars, seqienciacio, genética inversa, PCR...) no havien
arribat a una maduresa suficient com per a que es plantegés la pertinencia i
viabilitat d’un projecte coordinat de caracteritzacié detallada ( fins a nivell de
sequéencia de nucledtids) del genoma huma i de genomes d’una seérie

d’organismes model.
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Per que cartoqgrafiar i sequenciar genomes?

La biologia pretén donar respostes el més completes i detallades possibles dels
fenomens vitals. Al ser el DNA la molécula universal de I'heréncia, i constituir la
base genetica de la vida, la tendéncia natural ha sigut acabar buscant
explicacions al nivell del DNA. Aguest coneixement molecular pot donar la clau
de molts fenomens que avui entenem a nivells menys profunds ja descrits per

altres ciéncies biologiques (fisiologia, biologia cel-lular, bioquimica...)

Ha arribat un moment en que es planteja que abordar I'estudi detallat dels
genomes dels organismes €s molt menys costés i meés interessant
intel-lectualment, aconseguint el coneixement detallat de la sequéncia. Pero els
Projectes Genoma, no sén meés que un punt de partida per a nous
descobriments en les ciencies biomediques. Amb les dades de sequencies
s’haura de treballar per a donar respostes a questions de expressié de gens, de

regulacio genetica, de interaccié de les cel-lules amb el seu entorn...

La sequenciacio de genomes de plantes i animals domestics conduira a nous

avencos en la millora agronoma i ramadera.

Per a entendre I'evolucio sera cada vegada més essencial el disposar de dades
de sequencies. La bioinformatica permet comparar gens i genomes complets,
fet que junt amb altres dades biologiques i paleontologiques, esta donant noves

claus de I'evolucio de la vida.

La principal justificacio del Projecte Genoma Huma de cara a la societat €s la
promesa de avencgos importants en medicina. Tot i que I'estudi de les malalties
en humans s’ha vingut fent majoritariament amb I'abséncia de la seva
comprensié geneética, la disponibilitat de técniques poderoses anima a
emprendre la sequenciacié sistematica, el que subministrara un formidable
impuls sobre tot per a les malalties poligeniques i multi factorials; identificant els
gens que els causen o que contribueixen a elles, i aixi poder determinar els

canvis en la sequencia que determinen la malaltia.
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Una de les consequiéncies més immediates del Projecte Genoma Huma (i que
ja experimentades des de fa uns anys) és la de disposar de sondes i marcadors
moleculars per al diagnostic de malalties genetiques, de cancer i de malalties
infeccioses. A llarg termini s’espera que alhora, la investigaci6 gendmica
permeti dissenyar noves generacions de farmacs, que siguin més especifics i
que tendeixin a tractar les causes i no tan sols els simptomes. La terapia
geneética, tot i que de moment esta en els primers passos; pot aportar solucions

a malalties, no sols hereditaries, sind cancer i malalties infeccioses.

Un dels principals objectius és desenvolupar a curt termini tecnologies de
vanguardia. Es a dir, una de les principals justificacions del projecte és la
necessitat d’impulsar poderoses infraestructures tecnologiques que han de
proporcionar a les institucions, empreses i paisos implicats un lloc de privilegi
en la investigacié biomedica i en multitud d’aplicacions industrials com:

diagnostic, terapies, instrumental de laboratori, robotica, hardware, software...

Amb la sequenciacio del genoma, disposarem de la informacié necessaria per
a obtenir qualsevol gen particular en mostres de DNA i continuar la investigacio

en la biologia molecular humana.

Aixi també, poder proporcionar I'oportunitat per a elaborar proteines humanes

abans desconegudes amb un valor potencial en la medicina.

Origen del Projecte Genoma

Tot i que abans dels anys 80 ja s’havia realitzat la sequenciacié de gens solts
de molts organismes, aixi com de “genomes” d’entitats subcel-lulars (alguns
virus i plasmidis), i tot i que “flotava” en el entorn d’alguns grups d’investigacio
la idea de comprendre els genomes d’alguns microorganismes, la concrecio
institucional del PGH va comencar als Estats Units al 1986 quan el ministre
d’energia (DOE), en un congrés a Santa Fe (New Mexico) va plantejar dedicar
una bona partida pressupostaria a la sequenciacid del genoma huma, com
mitja per a afrontar sistematicament I'avaluacié del efecte de les radiacions
sobre el material hereditari. L’any seguent, després d’un congrés de bidlegs al
Laboratori de Cold Spring Harbor, va unir-se a la idea I’ Institut Nacional de la

Salut (NIH), un altre organisme public amb més experiéncia en biologia (pero
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no tanta com el DOE en la coordinacié de grans projectes d’investigacio). El
posterior debat public va tenir I'habilitat de captar la imaginacio dels
responsables politics i oferir I'atractiu de que no tan sols el PGH era el gran
emblema tecno-cientific de finals de segle (com havia estat el Projecte Apolo
en els anys 60), siné que una de les seves finalitats explicites era desenvolupar
tecnologies de vanguardia i coneixement directament aplicable (no sols en el
camp de la biotecnologia) que assegurarien la primicia tecnologica i comercial
del pais en el segle XXI. Al 1988 es van publicar informes de I'Oficina de
Avaluacio Tecnologica del Congres (OTA) i del Consell Nacional d’Investigacio
(NRC), que van suposar recolzaments essencials per a donar llum verda a la
iniciativa. En el mateix any s’estableix I’ Organitzacié del Genoma Huma
(HUGO), com una entitat destinada a la coordinacié internacional, a evitar

duplicacions d’esforcos, i a disseminar el coneixement.

El comencament oficiés del PGH correspon al 1990, i es calcula que finalitzaria
al 2005. Els seus objectius eren elaborar en una primera etapa mapes genetics
i fisics amb una suficient resolucié, mentre se posaven a punt técniques més
eficients de sequenciacid, de manera que en la fase final es pogués abordar la
sequenciacio de tot el genoma huma. Entre els objectius s’hi inclou la
caracteritzacié i sequenciaci6 d'organismes model, i la creaci6 de
infraestructures tecnologiques, entre la que destaquen noves eines de
hardware i software destinades a automatitzar tasques, a processar I'enorme
quantitat de dades que s’esperen, i a extreure la maxima informacié biologica i

medicament significativa.

El projecte tenia un termini de 15 anys perdo degut a tota la col-laboracié
internacional en el camp de la genodmica, la tecnologia computacional i d’altres,
el primer esborrany del genoma va ser anunciat per Bill Clinton i Tony Blair el
26 de Juny del 2000.

Anys despres, a I'Abril del 2003 va ser presentat el genoma complet, dividit en
fragments que formen els 23 parells de cromosomes diferents de I'espécie
humana. El genoma huma esta compost entre aproximadament 22500 i 25000

gens diferents i cadascun d’aquests gens conté codificada la informacié
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necessaria per a la sintesi d’'una o varies proteines (o de RNA funcionals, en el

cas dels gens RNA).

Metodologia del Projecte Genoma Huma

El PGH, al tractar-se d’'un projecte que pretén identificar la seqiéncia completa
del genoma huma, tant les sequencies codificants (exons) com les no
codificants (introns), necessita de técniques que permetin identificar el lloc
(locus) i la distancia en que es troben aquest gens. La sequenciacio és el
procés per el qual s'identifiquen les seqiiéncies en que estan unides els 3-10°
parells de bases i, posteriorment, saber qué signifiquen aquestes sequéncies.
En un principi va acordar-se que el PGH es realitzaria en dues etapes, una de
ligament o cartografia genética de tots els cromosomes, etapa que va
concloure al 1998, i una altra que correspon a la sequienciacié, que va iniciar-se
al 1998 i va finalitzar al 2003.

Existeixen dos categories principals de técniques de cartografia genética:

Lligament o cartografia genética; que sols identifica I'ordre relatiu dels gens al

llarg del cromosoma

Cartografia fisica, que son metodes més precisos per a determinar les

distancies entre gens dins del cromosoma

La cartografia mitjancant lligament es va desenvolupar a principis del segle XX
gracies al treball de T.H. Morgan. El mapa de lligament de Morgan localitza una
série de sequéncies marcadores, una respecte a una altra i respecte a un gen
defectuds. D’aquesta manera, es pot determinar la regid cromosomica que
conté un gen mutat que s’hereta d’acord a les Lleis de Mendel. Al 1994 el mapa
genétic del PGH contenia 6000 marcadors ubicats a menys de un milié de

parells de bases 'un de l'altre.

La cartografia fisica determina la distancia real entre punts diferenciats dels
cromosomes. Les tecniques més precises combinen robotica, Us de laser i
informatica per a mesurar la distancia entre marcadors genétics. Per a realitzar
aquests mapes s’extrau el DNA dels cromosomes humans i es trenca

aleatoriament en nombrosos fragments. A continuacio, aquests es dupliquen
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varies vegades en el laboratori per a analitzar les copies identiques obtingudes,
anomenades clons. Els clons que comparteixen varies marques procedeixen
generalment de segments superposats del cromosoma. Les regions de
superposicio dels clons poden, a continuacio, ser comparades per a determinar
I'ordre global de les marques al llarg del cromosoma i la sequiéncia exacta que
ocupen inicialment els segments de DNA clonats. Els mapes fisics especifiquen
distancies fisiques que es poden mesurar en parells de bases o en alguns dels
seus multiples. El mapa fisic correspon a la propia sequéencia del genoma. Pero
abans d’arribar a obtenir-la, s’ha d’elaborar mapes fisics partint de resolucions

baixes i avancant cap a les resolucions cada vegades més grans.

En certa manera, els mapes fisics de menys resolucié sén els propis cariotips:
la visualitzacié microscopica de la dotacié cromosomica haploide humana
tenyida amb colorant de Giemsa; mostra un patré alternant de bandes clares i

fosques, on cada banda conté una mitjana d’'uns 7 milions de parells de bases.

En el PGH es va utilitzar primordialment un meétode de sequenciacio
desenvolupat per el britanic i dos vegades premi Nobel, Frederick Sanger.
Aquest metode consisteix en replicar peces especifigues de DNA i modificar-

les, de mode que acabin en una forma fluorescent d’'un dels quatre nucleotids.

En els sequenciadors moderns automatics de DNA, el nucleotid modificat,
situat a 'extrem d’'una de les cadenes, es detecta amb un feix de laser i es
determina el nombre exacte de nucleodtids de la cadena. A continuacio, es
combina aquesta informacié en un ordinador per a reconstruir la sequéencia de

parells de bases de la molecula original de DNA.

39



La revolucio dels gens

A C
DNA Blasos
3
dATE darr dATr dATF
dGTT duTr acir AGTE
5 dCTr dCTr acTr deTr
arir 41T ariE 4TTF
— T — T — T AT
Desnataralizaciin por
acckn de calor
dndndsdnd - o
o N SNl
3 — — —
A A N v | A dndsds dvd Nl AL
5
L 1
Electroforesis enpilar en
el de poliacrilamida
5 3 !
D Polo Negaitive
e
 ————
B i
Hibridacidn en secmencia A

complementaria

Inicisdor

Elangaciin par accifs de
Secuenssn

Fale Pesitive

Figura 1. Secuenciacidn por el método de Sanger. (A) Ambas cadenas de DNA pueden ser separadas por aceidn de altas temperaturas
1= 95°C). (B) Un oligonucledtide iniciador se emplea para permitir a la enzima DNA polimerasa (secuenasa) agregar el siguiente
nucledtido. (C) Se realizan cuatro mezelas de reaceidn, en las cuales cada una contendrd los cuatro nucledtidos v un didesoxinucledtide
marcado. (D) Las reacciones son separadas en un gel de electraforesis capilar de poliacrilamida y cada banda generada es detectada
por un ldser.

Els mapes fisics de més resolucié se solen elaborar a partir de genoteques
(biblioteques de gens) en les que el genoma a estudiar es troba fragmentat en
multitud de trossos aleatoris i desordenats, cadascun d’ells clonat per separat
en un vector adequat: plasmidi, cromosomes artificials de llevats (Yeast
Artificial Chromosomes, YACs), cromosomes artificials de bacteris (Bacterial
Artificial Chromosomes, BACSs), etc. L’elaboracié dels mapes fisics és, de certa
manera, similar a la d’acoblar un trencaclosques: consisteix en ordenar els
fragments del genoma mitjancant la cerca de fragments que tenen alguna zona
en comu; és a dir, trobar conjunts de parells de fragments parcialment
superposats. Aixd condueix al concepte contig’ (de contiguous), que és un
conjunt de fragments d’'un genoma que s’han clonat per separat, perd que son

contigus i que estan parcialment superposats.
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Contig’: Un contig és un conjunt de la superposicié dels segments de DNA que en
conjunt representen una regié consens de DNA. En els projectes de sequenciaci6 de
baix a dalt un contig es refereix a la superposicié de dades de sequéncies En els
projectes de sequenciacid jerarquica (de dalt a baix), contig es refereix als clons
superposats que formen un mapa fisic del genoma que s'utilitza per guiar la
sequenciacié i acoblament. Contig tant, pot referir-se tant a la superposicié de
sequencia de DNA i per la superposicié de segments fisics (fragments) contingudes en

els clons depenent en el context.

La cartografia dels contigs es pot realitzar buscant la “empremta genética”
comu a diferents clons d’una genoteca de DNA huma. Aquesta empremta pot
consistir en un patré compartit de sequencies de enzims de restriccid (que es

poden indagar ajudant-se d’algorismes i programes de comput adequats).

Les estratégies més recents fan us de DNA huma en forma d’uns 20.000
fragments independents clonats als BACs, i buscant la “empremta genética
comu” entre clons amb base en la deteccid de determinades sequéncies
repetitives. L’ultima gran fita en quant a I'elaboracié de mapes fisica, ha estat el
desenvolupament de “marcadors fisics universals” facilment generables, que
permeten que les dades obtingudes en un laboratori siguin rapidament
compartides i assumides per tota la comunitat investigadora. Es tracta dels
anomenats “llocs etiquetats per la seva sequéncia” (Sequence Tagged Sites,
STS). Els STS consisteixen en fragments curts de DNA (de entre 100 i 1000
parells de bases) dels quals se’n coneix la seva sequéncia exacta i es sap que
és Unica en tot el genoma. Els STS defineixen punts concrets Unics del mapa

fisic i constitueixen magnifics “marcadors” facilment detectables.
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Figura 2. Estrategia para la secuenciacién de genomas empleando clones BAC organizados en contigs. (A) El DNA blanco a ser
secuenciado es fragmentado y clonado. (B) Los fragmentos clonados resultan en una libreria de vectores de clonacién de fragmentos
grandes (BAC). (C) Los fragmentos de DNA gendmico son organizados en mapas fisicos. (D) Los clones BAC son seleccionados y
secuenciados por la estrategia de escopeta. (E) Las secuencias son ensambladas para reconstruir la secuencia del genoma.

La tasca dels STS ajuda a elaborar mapes de contigs segons el contingut del
STS dels clons superposats. Aquests mapes de STS permeten la integracio
dels mapes geneétics i fisics, fan accessible la fase de sequenciacio i faciliten la
clonacié de gens implicats en malalties mitjancant la estrategia del candidat
posicional; que consisteix en utilitzar informacid disponible sobre la funci6 i
posicié en el mapa de gens préeviament aillats, informacié que es pot obtenir

d’altres projectes de genoma.

L’equip de la companyia Celera Genomics, que inclou a uns 282 investigadors
d’institucions dels EEUU, Australia i Espanya, en representacio de 12
organitzacions acadéemiques, sense finalitats de lucre i comercials, va obtenir
mostres de DNA de cinc persones, tres dones i dos homes. Aquest grup va
incloure un afroamerica, un xinés, un hispa i dos europeus. Després de
seleccionar-los per alliberar-los de contaminants i conjuntar-los en biblioteques

de DNA, es van analitzar els trosses del codi genétic d’aquests donants.

Un element central d’aquesta analisi va ser la estratégia de “shotgun” (o

escopeta). Aquest sistema computat comenca fragmentant el genoma en un
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conjunt a l'atzar de peces d’una longitud coneguda de 2.000 pb (parells de
bases), 10.000 pb i 50.000 pb. Després de la seva sequenciacio, s’utilitzen
operacions matematiques per acoblar els fragments en blocs continus i
assignar-los al lloc correcte que ocupen en el genoma. En comparacio, el
metode de Sanger duplica grans trossos del codi huma en forma de clons
BACs els quals poden ser col-locats en el mapa del genoma en la regi6
apropiada. Aquesta estrategia, utilitzada per els investigadors del Projecte
Genoma Huma, i finangcada amb fons publics, concentra al comencament més
temps i esforg en la generacié de clons i mapes, mentre que l'estratégia de

Celera Genomics utilitza al final, amb més intensitat, la computacio.

Celera Genomics va utilitzar el métode d’escopeta per establi la sequéncia del
DNA cobrint, per tant, tot el genoma cinc vegades. A continuacio, la informacio
del genoma dels BACs, dipositada en el banc de dades public, va ser dividida
en segments curts de 550 vases i carregada en la férmula d’escopeta per a
cobrir el genoma unes altres 2.9 vegades. El grup de investigacié va acoblar
després varies vegades la sequencia del genoma huma, utilitzant dos formules
0 operacions matematiques: un enfocament de Acoblament del Genoma
integre (Ensamblado del Genoma integro EGI), que va permetre treballar de
immediat amb tota la sequencia, i un Acoblament d’Escopeta Dividit en
Compartiments (Ensamblado de Escopeta Dividido en Compartimentos EEC),
dissenyat per aclarir segments especifics. La sequencia produida per Celera
cobreix més del 99% del genoma. Segons Celera, al voltant del 85% del
genoma esta en segments correctament ordenats de, al menys, 500.000 parells
de bases. La sequéncia indica la existencia de 26.383 gens codificants de
proteines i, debilment, indica la existéncia de uns altres 12.731 gens humans
hipoteétics. Per tant, el total dels gens varia de 26.383 a 39.114. Per a fer una
doble comprovacié de la precisi6 de la seva seqiiéncia, es va comparar el
treball descrit amb sequiencies completades dels cromosomes 21 i 22 i es va
trobar una “excel-lent concordanca”. Quan es va comparar amb la sequéncia
de la resta dels cromosomes, I'analisi va insinuar que hi ha molts més punts de
ruptura (errors d’acoblament o variacions genétiques) en el projecte

d’acoblament finangat amb fons publiques, que en 'acoblament de Celera.
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En les Ultimes dates es van crear els xips de hibridacié que serveixen com un
meétode de sequenciacié per hibridacié en xips amb oligonucleotids. Es basa
aixo en sintetitzar diferents sondes de oligonucleotids i unir-les en disposicions
ordenades (arranjaments) a una fina placa de nylon o vidre. El xip es proba
davant un DNA marcat amb fluorescent, de manera que el patro i la quantitat
de fluorescencia subministra informacio sobre el DNA en questio. Per concloure
I'estudi pilota sobre les seves possibilitats, 'empresa Affimetrix ha aconseguit
re-sequenciar per aquest metode els 16kb de DNA mitocondrial huma, amb un

dispositiu format per 135.000 oligonucleotids.

Resultats obtinquts per el Projecte Genoma Huma:

El genoma huma conté 3,1645 - 10° kb de nucleotids

La mida del gen promig consisteix en 3.000 bases, perd les mides varien
enormement. El gen huma més gran conegut és el que codifica per a la

distrofina, amb 2.4 milions de bases.

El nombre total de gens estimats és de 30.000 a 35.000, molt menys del que

s’esperava anteriorment (de 80.000 a 140.000)

Quasi totes les bases de nucleotids (99,9%) sén exactament les mateixes en

tota la poblacio.
Les funcions s6n desconegudes per a més del 50% dels gens descoberts.
Menys del 2% del genoma codifica per a proteines.

Les sequiéncies repetitives, com es pensava, no tenen funcions directes, pero
donen suport a l'estructura i la dinamica del cromosoma. Amb el temps,
aguestes repeticions acomoden al genoma, creant nous gens i modificant i

reorganitzant els gens existents.

Durant els passats 50 milions d’anys, sembla haver ocorregut una disminucio

dramatica en la taxa d’acumulacioé de repeticions en el genoma huma.
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La proporci6 de heterocromatina sequenciada del genoma comprén
aproximadament 2.9 - 10° kb de DNA. La mida total del genoma és
aproximadament de 3.2 - 10° kb; per la qual cosa al 10% restant (0.3 - 10° kb)
correspon a seqliéncies altament repetitives en I'heterocromatina®. La majoria
de les seqiiéncies altament repetitives sén elements transposables®, és a dir,
que poden canviar de lloc, que es mouen al llarg de tot el genoma com
intermediaris de RNA, aquests representen el 45% de la sequencia de
eucromatina'®. Un altre 5% del genoma consisteix de segments de DNA
duplicat, de tal manera que prop del 60% del genoma huma consisteix de

sequéncies de DNA repetitives.

Heterocromatina®. Cromatina nuclear que esta condensada durant la interfase i forma

els cromocentres o nucléols falsos.

Elements transponibles®: (En genética molecular) Fragment o segment de DNA que es

pot moure o pot ser mogut d’'un lloc a un altre del genoma.

Eucromatina’®: Cromatina nuclear que presenta la maxima carrega de DNA durant la

metafase de la divisié cel-lular i que desapareix en el nucli en repos.

Perspectives del Projecte Genoma Huma:

“La gent pensava que ja amb aix0 tindriem la clau per entendre les malalties.
Perd es va descobrir un problema: tots estem constituits per les mateixes
proteines; no obstant, no tothom produeix la mateixa quantitat ni en el mateix
moment” Dr. Arturo Ortega, ex-cap del Departament de Genética i Biologia

Molecular de Cinvestav.

El Projecte Genoma Huma influira en la biomedicina, ja que permetra avancar
en el coneixement de la base genética de malalties (medicina genomica) i
obrira perspectives noves en el diagnostic, pronostic i tractament de malalties;

tot i que aixo ultim requerira d’una investigacié post-genomica.
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Diagnostic molecular: Deteccié de mutacions.

L’avang en el PGH i en els mapes i sequéncies ja disponibles impulsen la
necessitat de disposar de técniques capaces de rastrejar DNA en la cerca de
mutacions associades amb malalties humanes. En els proxims anys s’hauran
identificat la major part dels gens implicats en malalties humanes importants i
en les bases de dades s’esta introduint informacié sobre mutacions i les seves
implicacions cliniques. Un dels reptes de la medicina sera fer us d’aquesta
informacié per a millorar el diagnostic i pronostic de les malalties dins de

segments de DNA amb una seqiiéncia coneguda.

Nous i millor marcadors polimorfics.

Els SNPs'! es troben freqiientment en el genoma i existeix un SNP cada 1.000
parells de bases, aproximadament. Tot i que la majoria dels SNPs es troben
fora de la regid codificant dels gens, alguns contribueixen directament a la
patologia per alteracié d’'un gen i com a consequéncia, de la proteina
corresponent. Els SNPs sén la base d'un fort desenvolupament en el terreny de
la disciplina farmacigenomica i per al descobriment de nous caracters associats

amb malalties.

Els “xips” genétics.

Els SNPs proporcionen la base per a confeccionar un mapa geneétic detallat de
cada individu. La possibilitat d’avaluar la variacié individual en un sol assaig
genetic és factible gracies al desenvolupament de la microelectronica aplicada
a la genetica molecular. Un conjunt de sondes derivades dels SNPs (que
representen la variacié gendmica d’'un individu) es fa reaccionar amb el xip i
permet obtenir un patré d’hibridacié caracteristic del genoma de lindividu
estudiat. El perfil genétic s’interpreta en un lector de fluorescéncia confocal i en
la seva analisi intervé un processador electronic. Aquest tipus d’analisis
permetra no sols continuar I'analisi de malalties genétiques monofactorials, sin6d
també comengar amb millors possibilitats d’éxit amb l'analisi de malalties
multifactorials, tals com la hipertensié, la esquizofrénia, les malalties

maniacodepressives o la diabetis tipus Il. Una altra consequéncia d’aquesta
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tecnologia és la cerca d’un medicament adaptat al perfil genétic de cada

pacient.

SNP*!: (Single Nucleotide polymorphism) és una variacié en al seqiiéncia de DNA que
afecta a una sola base (adenina(A), timina (T), citosina(C) o guanina(G)) d’una

sequencia del genoma.

Consideracions etiques:

El desenvolupament cientific, en el que respecta al Projecte Genoma Huma,
obra les portes a diferents tractaments que podrien ser beneficiosos per ’home;
no obstant, no s’ha d'oblidar que aixd implica manipular directament els
mecanismes que transmeten la vida i dirigeixen l'evolucié de les espécies,
incloent la humana. Aquests fets excedeixen els conceptes d’ética i humanitat,
ja que mai s’havia pensat en la possibilitat de que la vida fos manipulada
d’aquesta manera. Aixi sorgeixen preguntes com: S’ha de prohibir o
desaconsellar algun tipus de manipulacid genética? A qui correspon la

responsabilitat de discriminar entre el permes i el que no?

Aixi, la UNESCO es compromet a promoure i desenvolupar la reflexio ética en

els avencos cientifics dins de les arees de la biologia i la genética.
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10. ARXIU EUROPEU DEL GENOMA-
FENOMA:

Barcelona, nova seu de I'Arxiu Europeu del Genoma-Fenoma (EGA), recurs

fonamental per a la investigacido biomédica (noticia extreta de la Generalitat de

Catalunya, Premsa)

L’Arxiu Europeu del Genoma-Fenoma (EGA, de I'angles European Genome-
Phenome Archive) emmagatzema dades de 100.000 persones, procedents de
200 centres i grups d’investigacio d’arreu del mén, i constitueix un recurs

fonamental per a I'avang de la medicina personalitzada.

Fins ara, 'TEGA emmagatzema les dades generades per més de 700
estudis cientifics sobre cancer, diabetis, malalties autoimmunes i

cardiovasculars i trastorns neurologics, entre moltes altres malalties.

Aquestes dades, que sumen un total d’1.000.000 de gigabytes,
s’emmagatzemaran a les instal-lacions del Barcelona Supercomputing Center
(BSC-CNS) i <s’analitzaran posteriorment amb el supercomputador

MareNostrum.

L’Obra Social “la caixa”, la Generalitat de catalunya i el Ministeri d’Economia i
Competitivitat impulsen aquesta iniciativa de cogestio entre I'institut Europeu de
Bioinformatica del Laboratori Europeu de Biologia Molecular (EBI-EMBL) i el
Centre de Regulacié Genomica (CRG), que reforca el lideratge en I'analisi del
genoma per part de grups d’investigacio i institucions espanyoles a escala

europea.
Barcelona, 14 de Maig de 2014,

Carmen Vela, secretaria d’Estat d’Investigacié, desenvolupament i innovacio
del Ministeri d’Economia i competitivitat; Andreu Mas-Colell, conseller
d’Economia Coneixement de la Generalitat de Catalunya, i Jaime Lanaspa,
director general de la Fundacié “la Caixa”, han presentat aquest mati al Palau
Macaya de I'Obra Social “la Caixa”, juntament amb Luis Serrano, director del
Centre de Regulaci6 Genomica (CRG), i Arcadi Navarro, cap afiliat de I'equip

EGA, professor de la Instituci6 Catalana de Recerca i Estudis Avancats
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(ICREA) i director del Departament de Ciencies Experimentals i de la Salut de
la Universitat Pompeu Fabra (UPF), el llangament public a Barcelona de I'Arxiu

Europeu del Genoma-Fenoma (EGA), un projecte liderat pel CRG.

L’EGA és la forma de garantir que les dades de genomes i fenomes, I'obtencio
de les quals és notablement cara, es posen a disposicié de la comunitat
cientifica mundial, de manera que les investigacions es puguin accelerar i
tinguin lloc nous descobriments. Aixi mateix, 'EGA és la resposta europea al
repte sorgit de I'apressant necessitat de protegir a la privacitat dels donants

humans que han participat en estudis genomics.

Fa un temps, Janet Thornton, directora de I'Institut Europeu de Bioinformatica
(EBI, de ranglés European Bioinformatics Institute) i defensora d’ ELIXIR;
Alfonso Valencia, director de I'Institut Nacional de Bioinformatica de I'Institut de
Salut Carles Il (INB-ISCIIl), i Roderic Guigd, coordinador del programa
d’investigacié Bioinformatica i Genomica del Centre de Regulacié Genomica
(CRG) i professor de la UPF, van comencar a explorar de compartir 'EGA i
instal-lar una copia d’aquesta base de dades al CRG. Tots tres van estar
d’acord que en I'entorn de les xarxes de col-laboracié europees, i en concret
dins la infraestructura europea de bioinformatica ELIXIR, aquesta iniciativa
seria millor i més forta. Més endavant, el CRG i el Barcelona Supercomputing
Center — Centre Nacional de Supercomputacié (BSC-CNS) van acordar que les
dades s’emmagatzemarien fisicament a les instal-lacions del BSC, centre que
també col-laborara en I'analisi de dades amb el superordinador MareNostrum i
el treball d’investigadors propis. Actualment, I'equip EGA-CRG esta construit
per sis persones i liderat per Arcadi Navarro i per un dels directors de I'INB-
ISCIIL.

La posada en marxa d’aquesta iniciativa és fruit del treball i 'esfor¢ conjunt de
nombroses entitats, a més del CRG, entre les quals hi ha I'Obra Social “la
Caixa”, el Ministeri d’Economia i Competitivitat a través del programa Centres
d’Excel-léncia Severo Ochoa, la Generalitat de Catalunya, el BSC-CNS, I'INB-
ISCIII, el consorci ELIXIR i TEBI-EMBL. També ha contribuit a I'establiment de
'EGA el seu desenvolupament com a projecte pilot al si de la infraestructura

europea ELIXIR.
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Fins ara, 'EGA ha construit un servei de I'EBI-EMBL. La seva finalitat
consisteix a arxivar de manera permanent i segura, i compartir de forma
controlada, tota mena de dades genomiques i fenotipiques de persones
identificables, resultants de projectes d’investigacié biomedica, especialment de

projectes relacionats amb malalties complexes.

En esséncia, 'lEGA conté dades confidencials relatives a informacié sobre
variants genomiques portades per individus que presenten fenotips de malalties
i per individus sans. La informacié recollida procedeix exclusivament de
persones el consentiment de les quals autoritza la publicacié de les dades per

utilitzar-les en el marc d’investigacions cientifiques o per a cientifics registrats.

Les dades emmagatzemades a I'EGA fan referéncia a més de 100.000
persones que en la major part dels casos pateixen malalties complexes. Es
tracta de malalties amb un gran impacte en la salut publica, incloent-hi molts
tipus de cancer (de mama, de colon), malalties autoimmunes (esclerosi multiple
o diabetis), malalties cardiovasculars o psiquiatriques, i un llarg etcétera de més

de 50 patologies diferents.

Number of studies per disease type

Studies in the EGA by disease

Click on a column to view category subgroups

w
e

Number of studies

63
- = -

Autoimmune Cancer Cardiovascular Infectious Neurclogical Other
If aplicable, a study may be included in more than one category
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L’'EGA arxiva de forma permanent diversos nivells de dades obtingudes
mitjancant diferents tecnologies, incloent-hi dades de sequenciacié sense
processar (que, per exemple, es podrien reanalitzar en el futur mitjancant altres
metodes o algorisme), a més de les variants genomiques finals proporcionades
pels sol-licitants. L'EGA s’ha dissenyat com a repositori de tota mena
d’experiments de sequenciacio, epigenética i genotipatge, incloent-hi estudis de

control de casos, poblacio i familiars.

Number of studies per technology type

Studies in the EGA by technology
377
314 109

-+ 27

s 199

z

92
; .
Epigenetics Exome CWAS Genotyping Resequencing Transcriptome Whaole Genome
Sequencing Sequencing

If aplicable, a study may be included in more than one category

Totes aquestes dades han estat generades per grups d’investigacio i consorcis
i institucions no tan sols europeus, sin6é d’arreu del mén. Es poden esmentar, a
tall d’exemple, el Wellcome Trust (Regne Unit), I'International Cancer Genome
Consortium (ICGC, amb participacid espanyola), la Universitat de Toquio
(Japo), la Universitat de Beijing (Xina), la Universitat de Hardvard (Estats
Units), la Universitat de Ginebra (Suissa), la British Columbia Cancer Agency
(Canada) i fins a un total de més de 140 institucions internacionals. Totes
aquestes entitats han confiat les seves dades a 'EGA per garantir-ne la

seguretat i 'explotacio en benefici de la salut humana.

Nomeés durant els primers quatre mesos del 2014, les dades emmagatzemades
a 'EGA s’han transferit més de 20.000 vegades a gairebé 5.000 usuaris de
grups d’investigacio dels cinc continents. D’aquesta manera, 'EGA garanteix
que tota la comunitat cientifica pugui disposar d’aquestes valuoses dades per

dur a terme treballs d’investigacié que d’una altra forma serien impossibles.
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Grafic que mostra 'augment del nombre de dades emmagatzemades en el EGA (en
Terabytes) respecte diferents mesos (des de I'Agost de 2010 fins a I’Abril de 2014)

Actualment, el volum total de les dades, una vegada comprimides, és
d’aproximadament 1PB (1. 000.000 GB). Els ultims dotze mesos, el cataleg
EGA ha experimentat un creixement del 50% en el nombre d’estudis i del 70%
en el nombre d’arxius. Es preveu que els proxims dotze mesos el volum total

d’arxius es multipliqui per tres.

Per regular la manera com I'equip de 'EGA gestiona aquesta informacio, i com
s’emmagatzema i es distribueix de forma segura, hi ha uns protocols estrictes
superditats a comités d’accés de dades (DAC, de l'anglés data Access
Committee) independents. En aquests moments, 'EGA conté dades de gairebé
800 estudis.

“‘L’EGA és, entre altres coses, una infraestructura necessaria per garantir que
les dades gendmiques financades amb fons publics s’emmagatzemen de forma
adequada, es distribueixin agilment i s’analitzen exhaustivament. Els seus
continguts son fonamentals per maximitzar els beneficis obtinguts de les
inversions en gendmica, que ja s’han convertit en un recurs clau i estrategic per
possibilitar el desenvolupament de la medicina de sistemes personalitzada.
Només a través d 'EGA, Europa podra mantenir la seva posicio de lideratge en
la investigacio biomédica” explica Arcadi Navarro. “ Per aix0, I'objectiu d’EGA-
CRG no és ser unicament una copia de seguretat, sinG proporcionar més
recursos (infraestructura i talent) a tot el projecte EGA, per ajudar a millorar i

ampliar les seves funcionalitats” indica Navarro
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‘L’EGA representa un enorme valor afegit al ja excepcional cluster
d’investigacié en gendomica i salut de Barcelona, que inclou institucions liders
com el BCN-CNS, el Centre Nacional d’Analisi Genomica (CNAG), I'lnstitut de
Recerca Biomeédica (IRB), el CRG i moltes més, algunes de les quals son
membres de la Global Alliance for Genomics and Health, una iniciativa d’abast
mundial amb uns objectius que encaixen perfectament en la missié de 'EGA.
D’una manera molt significativa, 'lEGA és un magnific exemple de com una
bona mostra de diferents instituts nacionals pot unir esforcos per assolir un
objectiu comu. La innovacié no s’atura per la recessié” comenta Luis Serrano,
director del CRG. “L’'EGA impulsara la marca Barcelona coma ciutat de
referéncia en I'analisi dels genomes i la seva relaci6 amb malalties. A més, al
voltant de 'EGA es desenvoluparan noves eines bioinformatiques que ens

permetran avancar en el camp de la medicina personalitzada” conclou Serrano.

La meva opinido sobre I’Arxiu Europeu del Genoma-
Fenoma:

Poques vegades he pogut estar més a favor d’un projecte.

La ciencia esta avancant a passos de gegant, per0 sempre acaba estant
endarrerida o fins i tot aturada per culpa dels temes economics, per la falta de
personal en l'equip, per voler avangar-se als resultats per la possible

competencia...

Hi ha un proverbi africa que diu: “Si vols arribar rapid, camina sol; si vols arribar
lluny ves acompanyat” i hi he pensat en veure tota la cooperacié que ha
aconseguit 'TEGA. Un projecte de tals dimensions, on s’ha d’aconseguir arribar
molt lluny, no podria fer-se ni rapid ni sol; pero esta clar que el treball en equip

enriquira a tothom que ho necessiti.

Es I'hora de treballar tots junts per aquells projectes que ens beneficien a tots, i
'EGA és un d’ells. Déna la possibilitat de disposar dels genomes d’individus
malalts i sans a molts grups d’investigacié d’arreu del moén; no és necessari
haver de seqiienciar un genoma per a cada projecte realitzat en diferents grups
o centres d’investigacio; sind que és més factible compartir aquesta informacio;

economicament, pel temps i pel bé de la ciencia.
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Qui sap si veient el genoma d’algu que pateix la mateixa malaltia que tu, amb
uns danys semblants... et serveix per a evitar alguns tractaments que no siguin
factibles i aixi evites temps, s’estalvien els diners d’aquests farmacs i et poden
tractar directament amb allo que pugui curar-te o millorar la teva qualitat de

vida.

Les oportunitats que 'EGA obra sén moltes, i n’hi ha que segur que encara no
han estat trobades, tot es questié de temps. Si se’n sap fer un bon Us de tota la
informacié que es pot arribar a aconseguir, s’exprimira I'arxiu al maxim i es
trobaran moltes altres opcions a estudiar, gracies a I'arxiu, al treball en equip i a
la col-laboracié de tots aquells que permeten que hi hagi emmagatzemat, i a

disposicio d’aquells qui ho necessiten, el seu genoma.
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11. CLONACIO TERAPEUTICA:

Com es realitza la clonaci6 terapeutica?

La clonaci6 terapéutica (andropatrica) és una fase d’'un procediment conegut
com a transferencia de cel-lules somatiques. En aquest procediment, un
investigador extreu el nucli d’'un ovul. El nucli conté el material genétic d’'un
huma o d’un animal de laboratori. Llavors, els cientifics prenen una cél-lula
somatica i n’extreuen el nucli. En les aplicacions practiques d’humans, la
cél-lula somatica s’obtindria d’'un pacient que requereix un trasplantament de

cel-lules mare per a tractar una condicio de salut o malaltia.

Clonancion
células madre

! Células aisladas del paciente

2 Extraer el nicleo
de! huavo celular

3 Transferir al nGcleo (contiene el ADN)
de las células del paciente al huevo

F

4 La célula de huevo 5 Estimular la célula para £ Aislar la masa interna de
“reprograma” el ADN comenzar a dividir: la célula del blastocito y
del paciente Sa convierte en la atapa crecard an un plato

del blastocito
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El nucli que s’extreu de la ceél-lula somatica del pacient s’insereix llavors en
I'évul, del qual préviament se n’ha extret el nucli. En un sentit molt basic, és un
procediment de substitucio. L’'ou conté ara el material genétic del pacient, o les
instruccions. S’estimula per a que es divideixi i poc després s’ha format un grup
de cel-lules conegudes com un blastocit. Aquest blastocit té una capa exterior i
una altra interior, anomenada massa cel-lular interna, que es rica en cel-lules
mare. Les cél-lules de la massa cel-lular interna, s’aillen i se’'n revisen els
possibles errors geneétics, els quals es solucionen si és necessari, despres,
s’utilitzen per a crear linies de cél-lules mare embrionaries, que s’infonen en el
pacient, on estan perfectament integrades en els teixits, impartint estructura i

funcio, segons sigui necessari.

Els beneficis de la clonacid terapeutica:

Un avantatge important de la clonacio terapéutica és que les cel-lules extretes
soén pluripotents. Les cel-lules mare pluripotents poden donar lloc a qualsevol
cel-lula del cos fetal o d'adults. No obstant aix0, per si soles no poden convertir-
se en un animal adult o en un fetus perqué no tenen el potencial de contribuir al
teixit extraembrionari, com la placenta. Aixo significa que les cél-lules
pluripotents podrien tractar malalties de qualsevol organ o teixit del cos
mitjangant la substitucié de cel-lules danyades. Un altre avantatge d’aquest
tipus de terapia és que el risc de rebuig immunologic s’alleuja perque el pacient
rep el seu propi material genetic.

La clonacié terapéutica és també important per a millorar la nostra comprensio
sobre les cél-lules mare i com es desenvolupen. Aquesta comprensio s’espera
que pugui conduir a nous tractaments o cures per a algunes malalties comuns
que afecten a la gent d’avui en dia. A més, el procediment permetria als
cientifics crear terapies amb cél-lules mare perfectament adaptades par a la

condicié medica del pacient.

56


http://ca.wikipedia.org/wiki/Placenta

La revolucio dels gens

Problemes amb la clonaci6 terapeutica:

Un problema amb al clonacio terapéutica és que es requereixen molts intents
per a crear un oOvul viable. L’estabilitat de la infusié de I'd6vul amb el nucli
somatic és pobra i pot requerir centenars d’intents abans d’aconseguir I'éxit.

La clonacio terapéutica té com a resultat la destruccié d’'un embrié després de
que les cel-lules mare s’extreguin i aquesta destruccio ha suscitat controvérsia
sobre la moralitat del procediment. Alguns sostenen que els avantatges
superen a les contres en quant al tractament de la malaltia, mentre que altres
han comparat la destruccio6 amb un avortament. Altres afirmen que aixo0 no
canvia el fet de que I'embrié podria ser un ser huma i que, per tant, la

destruccid de I'embrié no és diferent a la destruccid d’una vida humana.

Seria possible clonar éssers humans?

Fins la data, cap ésser huma ha estat clonat amb éxit, pero la possibilitat de
que aixo ocorri és terrible no sols per al public en general i la politica, sin6é
també per a la major part del camp de la ciencia ética. La majoria dels cientifics
s’oposen firmament a la clonacié reproductiva i en el seu lloc, recolzen la
clonacio terapeutica per al tractament de la malaltia. Amb les politiques en vigor
i la acurada vigilancia per a garantir que la clonacio terapéutica s’utilitzi de
manera responsable, tots podem beneficiar-nos del potencial d’aquest

procediment per a tractar moltes malalties.
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12. ARTICLES PUBLICATS:

“Cientificos japoneses crean la primera estirpe de monos
transgénicos”

El 27/05/2009, el diari El Pais, publicava “Cientificos japoneses crean la
primera estirpe de monos transgénicos”, aquesta noticia feia referéncia a un
estudi que es va realitzar a I’ institut central d’animals experimentals del Japo.
Va tenir cinc anys de durada i consistia en la creacié d’aquests primats
transgeénics, als quals se’ls va introduir el gen de la fluorescencia verda (GFP) i
aguests, sotmesos a llum ultraviolada, tenien algunes parts del seu cos

fluorescents; de la mateixa manera que les seves cries.

Es van escollir uns titis pigmeus per a
'experiment, van inseminar 80 embrions
amb el gen de la fluorescéncia a
cinquanta titis, i van aconseguir cinc cries
dels titis completament sanes i amb el
gen dins del seu genoma. L’experiment

| va concloure quan les cries dels titis que

s’havien modificat genéticament van
arribar a la maduresa sexual i es va veure que també tenien aquestes parts
fluorescents i per tant, es demostrava la introduccié d’aquest en 'ADN dels titis

pigmeus.

La revista Nature publicava que, “la investigacié obra una nova era en I’

utilitzacié dels primats com a models de malalties humanes.”

En experiments anteriors amb aquest, no s’havia aconseguit la creaciéo d’un
primat plenament transgeénic i, tot i que el simulador viu més utilitzat és el
ratoli, en l'article es destaca la importancia de I'estudi dels primats, degut a la

seva proximitat bioldgica amb els humans.

Erika Sasaki, investigadora que va formar part del projecte assegura que
aguest rebra critiques des de la bioetica, pel fet de fer néixer a primats amb una

malaltia; perd ho defensa dient que, “s’ha de pensar en el cost-benefici. Si
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podem fer aquestes investigacions en rosegadors o in vitro, ho farem, pero per

a moltes malalties com el Parkinson no existeix un bon model animal”

e La meva opinié sobre “ Cientificos japoneses crean la primera

estirpe de monos transgénicos”:

Veient estudis aixi, és inevitable acceptar la magnitud de la ciencia en els

nostres dies; tant en el dia a dia com en un futur.

Un experiment realitzat en bacteris, insectes, ratolins... qualsevol animal
considerat inferior als humans, ens pot ocultar la complexitat d’aquest i ens pot
semblar que és impossible aconseguir-ho en humans i despres, aconseguir un
primat plenament transgénic ens obra els ulls i, ens obliga a acceptar el poder
que tenim en les nostres mans i aixi sorgeixen tots els conflictes, s’ha de saber
controlar tot aquest poder; és a dir, utilitzar animals tant sols quan sigui

inevitable i mantenint aquests amb les millors condicions de vida possible.

Es per aix0, que estic plenament d’acord amb Erika Sasaki, les investigacions
gue puguin fer-se amb animals inferiors o in vitro és faran aixi, pero en algunes
no hi ha cap altra opcio; i crec que és un pas enorme, que ara mateix no
sembla que tingui l'importancia que en realitat té; tant sols veiem uns titis
prigmeus fluorescents; pero el que hem de veure-hi és la possibilitat d’estudiar
malalties tant complexes i delicades com el parkinson i aixd0 €s molt important
per a la cura, ja que sbén els animals amb els que tenim més semblanca i per

tant, més possibilitat d’éxit en humans si s’aconsegueix en els propis titis.

“Un mono con seis progenitores”

El 5/01/2012, el diari El Pais publicava “un mono con seis progenitores”,
article que explicava el procés amb el qual s’havia obtingut uns bessons

macacos rhesus, completament sans, els quals tenien sis progenitors.

Aquest experiment ja s’havia realitzat anteriorment amb rosegadors pero era la
primera vegada que tenia exit amb primats, i aix0 en feia augmentar les

possibilitats de viabilitat en humans.
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El projecte realitzat a la Universitat de Ciencia i salut d’Oregon consistia en
ajuntar embrions en un estat molt inicial, de tres parelles de macacos; les
cel-lules dels quals no van fusionar-se, sind que van romandre juntes treballant

per crear organs.

Shoukhrat Mitalipov, principal autor del treball descriure que “les possibilitats

per a la ciéncia sén enormes”

Els propis investigadors, asseguren que a simple vista sembla un projecte poc
practic, ja que no s’aconsegueix el millor fetge, el cor més resistent o el cervell
meés desenvolupat... sind que s’aconsegueix una barreja descontrolada de tot
aixo. Els investigadors, una vegada creat el embrié-fusio i comencat el procés
de desenvolupament d’aquest, no van poder decidir on anaven cap dels gens

dels progenitors, fet que és clau en les terapies géniques.

Mitalipov, creu que aquest projecte permet saber més sobre la diferenciacio
cel-lular en les primeres fases del desenvolupament. | extreu com a primera
conclusié que, aquesta diferenciacié és tan especifica de cada individu que
guan han passat alguns dies del desenvolupament del ovul fecundat, no tenim
suficient coneixement com per a vencer les barreres que ens sorgeixen

alhora d’escollir el desti de cada ceél-lula.

Es creu que amb aquest projecte
s’aconseguira trobar la
diferencia entre les cél-lules
mare cultivades amb les que
ara s’estudia i les cél-lules
mare extretes d’embrions de

dues setmanes de vida (técnica

molt criticada i inclis prohibida

Roku i Hex, els macacos amb sis pares

per George Bush, considerada —

avortament), ja que el mateix experiment provat amb les cél-lules mare

cultivades no va funcionar de la mateixa manera
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e La meva opinié sobre “Un mono con seis progenitores”

En llegir aquest projecte, he aprés una altra vegada a que no pots extreure
conclusions de res fins haver arribat al final. 1 és que, al principi vaig pensar
que podia ser un experiment absurd, poc practic... fins veure que en els dos
macacos, hi ha un objectiu molt clar, i aquest era comprovar la diferenciacié de
les cél-lules mare, i apart, poder demostrar també que no sén ni actuen igual

aquelles cel-lules mare extretes que les cultivades sinteticament.

Es un experiment que en si, tampoc dona molta informacié nova, pero ens fa
obrir els ulls a tot alldo que ens falta per conéixer, i com no podem quedar-

nos estancats en el que creiem saber.

“Luz verde a la creacion de hijos con tres f‘padres’
genéticos”

Una noticia que significa un pas immens cap al naixement de nadons

completament sans.

El 28/06/2013, el diari El Pais publicava “El Gobierno britanico da luz verde a
la creacidn de hijos de tres ‘padres’ genéticos”, una técnica de reproduccio
assistida que evita la transmissié de malalties mitocondrials, unes greus i poc
freqiients patologies que es transmeten per la via materna, i per tant, els
nadons nascuts gracies a aquest procés tenen ADN aportat per tres

progenitors, ja que s’utilitza '0vul d’'una donant sana.

L’'origen d’aquestes malalties esta en els mitocondris, uns organuls que
proporcionen energia a la cél-lula perd que també contenen el seu propi DNA
(no arriba al 0,2% de la carrega genética total), el problema sorgeix quan I'ovul
té mitocondris amb alteracions genetiques patogenes; per tant, després de la
fecundacio els mitocondris del fetus tindran els mateixos errors i aquests sén
principalment problemes en tots aquells organuls que necessiten energia

procedent dels mitocondris com el cervell, el cor o els muasculs...

61



La revolucio dels gens

Madre con Donante sin ~ Aquest procés que ha estat provat al
enfermedad la enfermedad o
F'ac_lre mitocondrial mitocondrial Complet eén macacos, consisteix en
‘o) recorrer a I’ovul sa d’'una donant per
U | aprofitar-ne els mitocondris que
| . L, . .
.,'.- aquest conté, ja que és impossible
eliminar una a una els mitocondris
Mitocondrias . , . . L
Enfermas lesionats d’'un ovul i substituir-los.
o~ Sanas
3 ™ . . . .
K Aixi que, es buida el nucli I'dvul sa i es
= ) . : '
s 9 J substitueix pel nucli de I'ovul amb els
" Intercambio _ mitocondris alterats. D’aquesta manera
Owvulo de nucleos Owvulo
'ovul  resultant conté tots els
cromosomes de la mare i els
. mitocondris sans d’'una donant.
\-—’ T ) ( )

Fecundacion El procés conclou en una fecundacié
amb els espermatozoides del pare, del
gual en naixera un nadé sa, amb el

Hijo sin la . <L
enfermedad () 0,2% del seu material genetic

de la madre U/
= procedent d’una donant.

e La meva opinié sobre “luz verde a la creaciéon de hijos con tres

“padres” genéticos”

L’'opini6 davant d’aquest article és completament positiva, davant les
possibilitats de qualsevol dona a tenir un fill sense condicionar-lo a malalties
inevitables. Crec que son descobriments molt importants davant una societat
tan avancada com la nostra, on podem evitar la condicié6 de malaltia a molts
nens.

Tot i aix0, davant la llibertat de tothom segur que molta gent creu, com el
director de l'organitzaci6 Human Genetics Alert, David King, que aquestes
tecnigues son innecessaries i alhora insegures. Considerant aquest
avenc¢ un desastre que creua la linia, i que ens pot dura a un mercat de

nadons dissenyats.
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També hi ha una opinié completament contraria a la de David King; com la de A
Li Hafner, presidenta de I'associacié Asociacion de Enfermos de Patologias
Mitocondriales, i també mare. Un dels seus fills va morir per encefalomiopatia
mitocondrial i davant aquest projecte, es mostra continguda dient que; €s una
bona noticia, perdo passara temps fins que el procés arribi a Espanya, i

s’ha de comprovar encara la seva eficacia total.

“Mosquitos transgénicos para combatir la epidemia de
dengue”

El 19/07/2012, el diari El Pais publicava “Brasil allibera mosquits transgénics

per a combatre I'’epidemia de dengue”,

CREACION DE MOSQUITOS TRANSGENICOS CONTRA EL DENGUE
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on s’explicava que la biofabrica de la Organitzacié Social Moscamed, valorant
les dues necessitats basiques de qualsevol animal; alimentacié i reproduccio i
traslladant-ho al mosquit Aedes aegypti, les femelles dels quals s’alimenten
quan piquen als humans i n’obtenen la seva sang alhora que els hi inclouen el
virus del dengue, i es basen en la segona necessitat basica per la cura de

'enfermetat.

La ciutat de Juazeiro es converteix en el laboratori del projecte, alli s’alliberaran
aquests mosquits mascles modificats geneticament per a tenir cries no
viables, per tant complauran la reproduccio de la femella perd6 no se

n’obtindran cries viables, aixi que reduiran la poblacié d’aquests insectes.

Segons els cientifics de Moscamed, es creu que s’ha aconseguit reduir la
poblacié de mosquits en un 85% i asseguren que “els mosquits transgenics es
comporten igual que aquells que no han estat modificats geneticament. Viuen

uns vint dies i no surten d’'un radi de vol maxim de 80-100 metres”.

Ara, sols falta comprovar la relacio entre la disminucio de la poblacié de Aedes i
la caiguda dels casos de dengue; per poder comprovar-ho es realitzara un

segon experiment afirma Carvalho, gerent del projecte.

e La meva opinié sobre “Mosquitos transgénicos apra combatir la

epidemis de dengue”

Cada vegada que llegeixo un projecte d’enginyeria genética que s’esta duent o
que s’ha dut a terme, m’adono de la facilitat de creuar la linia. Es a dir, com de
complicat és valorar si el que estem fent és realment etic.

Per considerar per exemple que aquest
experiment si que és étic i per tant donar un
vot per realitzar-lo ens hem de posicionar a
nosaltres, els humans en I'esglad més alt de
la jerarquia i aixi considerar-nos superiors als

mosquits i per tant,donar-nos a nosaltres

mateixos el dret de reduir o fins i tot extingir
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una poblacié d’aquests, abans de que ells puguin reduir o extingir una poblacio
d’humans com semblava ser que podia passar al Brasil.

Vist aixi, moltes vegades tothom té una visi6 més egoista, i pensa que és
correcte perque estem salvant moltes vides.

La veritat és que en el fons, tampoc ho considero incorrecte, pero crec que
potser estaria millor invertir el mateix pressupost, el mateix personal expert en
enginyeria genetica i tot el que és necessari per dur a terme un projecte
d’aquestes dimensions... en crear una vacuna davant I'epidémia de dengue, és

a dir; no eliminem al mosquit Aedes aegypti perd ensens hi fem resistents.

“Fabricada una medusa artificial con células de musculo
de rata”

El 23/07/2012, el diari El Pais publicava “Fabricada una medusa artifical con

células de musculo de rata”

Es tracta d’'un projecte realitzat pel departament de bioenginyeria de la
Universitat de Harvard i publicat a Nature Biotechnology.

El resultat d’aquest projecte, és a dir, la medusa; esta formada unicament per
ADN de rata cultivat damunt d’una estrella de silicona.- explica Kit Parker, el
creador. | aquest “medusoide” es contrau quan esta en un medi que transmet
impulsos electrics, de la mateixa manera que ho fan les meduses en la natura.
En el projecte hi ha col-laborat John Dabiri, bioenginyer del California Institute
of Technology, tant John com Kit; asseguren que no es tant sols un joc, sind
que es un aveng molt util ja que la contraccié muscular és clau per a la vida, és
aixi com es mou el cor. | per tant, proposen la creacié d’'un medusoide amb
cel-lules cardiaques humanes podent aixi crear una mena de cor artificial per
aguelles persones que necessitin un transplantament. Tot s6n suposicions i
falten moltes hores de treball per aconseguir-ho, ja que aquest “medusoide” tan

sols es contrau en un medi que transmet impulsos eléctrics.
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e La meva opinié sobre “Fabricada una medusa ratificial con células

de musculo de rata”

Aquest projecte és en realitat, un petit aperitiu d’'un altre de magnituds
immenses com és la creacié d’un cor artificial.

Es el primer pas, és a dir, aconseguir que unes ceél-lules (en aquest cas,
musculars) es contreguin en un medi que emet impulsos eléctrics; despres pot
venir el mateix projecte perdo amb cél-lules cardiaques humanes, i qui sap si
s’arriba al cor artificial. Un projecte tan dificil, acaba sent la suma de molts de
més senzills, alguns tan sols intents sense éxit... aixi que aquest “medusoide”
acaba sent molt interessant i pot obrir moltes portes a qualsevol que intent i

arribar a una mena de cor que bategui sol.
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13. IRB DE LLEIDA; SERVEI DE
TRANSGENICS

L’IRB de Lleida és I’ Institut de Recerca Biomédica de la ciutat de Lleida des del
seu naixement I'any 2004. Institucié que representa a tots els grups de recerca

biomedica de la regi6 de Lleida, tant de la UdL com del sistema sanitari.

En I'IRB de Lleida hi participen la Universitat de Lleida i I'Institut Catala de la
Salut, amb grups de recerca de la Facultat de Medicina, Hospital Universitari
Arnau de Vilanova, Hospital Santa Maria i el Departament de Salut de la
Generalitat de Catalunya. | aquest en conjunt esta compromes en avancgar en la
recerca biomedica com a mitja per a millorar la salut de la poblaci6 i facilitar

una activitat assistencial optima en situacions de malaltia.

S’hi ofereixen diferents serveis cientificotécnics, un d’aquests el servei de
transgénics format Unicament per Maite Rodriguez-Manzaneque, biologa
llicenciada a la Universitat de Barcelona, i amb un doctorat sobre “la
caracteritzacio i analisi funcional d’'una familia de glutaredoxines monotidliques

en el llevat Saccharomyces cervisiae” dirigit per Enrique Herrero.

A part, Maite ha estat estudiant d’Erasmus a la Universite Libre de Bruxelles
(Brussels, Belgium) realitzant un projecte titulat “An approach in the study of
earthworms”; ha obtingut una Beca predoctoral a la Universitat de Lleida i
també una Beca Marie Curie, amb la qual va realitzar un projecte al
Departament de Biologia Cel-lular i Molecular (Laboratori Lundberg) a la
Universitat de Gothenburg (Suécia) titulat “Two hybrid analysis and cellular
location of monothiolic glutaredoxins” i també ha estat técnic especialitzat en el
Servei de transgenics Insitut Max-Planck de Bioquimica i Neurobiologia,
Martinsried (Alemanya); i avui dia, és técnic superior en el Servei de

Transgeéenics a I’ Institut de Recerca Biomédica de Lleida.

Durant aquests anys en diferents centres, Maite ha format part de grups de

recerca on ha aconseguit publicacions rellevants com:

e “Grx5 glutaredoxin plays a central role in protection against protein

oxidative damage in Saccharomyces cerevisiae.”
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e “Grx5 is a mitochondrial glutaredoxin required for the activity of
iron/sulfur enzymes.”

e “Structure-function analysis of yeast Grx5 monothiol glutaredoxin defines
essential amino acids for the function of the protein.”

e “Functional analysis of yeast gene families involved in metabolism of
vitamins B1 and B6.”

e “Evolution and cellular function of monothiol glutaredoxins: involvement
in iron-sulphur cluster assembly.”

¢ “A novel morphogenetic function for the anterior visceral endoderm in

restricting epithelial-to-mesenchymal transition to the primitive streak.”

Tots publicats en revistes cientifiques com Molecular and Cellular Biology
(MCB).

Despres de descobrir com avanca la ciéncia per Europa; al febrer de 2010,
Maite Rodriguez-Manzaneque, entra al IRB de Lleida com a técnic superior del
servei de transgenics. Aqui, hi treballa sola perdo no realitza projectes ni
personals ni en grup; sind que facilita els avencgos en els transgénics a altres

projectes que s’estiguin realitzant al IRB; perd completament externs a ella.

Concretament, en el servei de transgeénics s’hi realitzen 3 técniques; no totes

elles de enginyeria geneética.
I. Re derivacio

Quan s’ha de fer un projecte i es necessiten animals per a completar-lo,
aquests arriben a I'estabulari amb un informe sanitari (siguin els animals recent
nascuts o vinguin d’un altre centre d’investigacio); on se’n identifiquen les
infeccions, possibles virus, i la salut general de I'animal (sovint ratolins); pero
per a comprovar aquest informe, els animals sén examinats per un veterinari

especialista.

Si es detecta per exemple una femella que no esta completament sana, s’hi
efectua una re derivacio; és a dir, aquesta es enviada a un estabulari especial

per a animals infectats, anomenat “quarantena” i alla és netejada, re derivada.
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La feina del tecnic que realitzi la re derivacié consisteix en extreure els
embrions sans de les femelles contaminades, i trasplantar aguests en una

femella sana; aixi poder obtenir-ne cries sanes.

Il. Congelacié d’embrions:

Una altra tecnica que realitza al servei de transgenics, pero no relacionada amb
'enginyeria geneética, és la congelacié d’embrions. Que s’ha convertit en un
procés d’estalvi ja que és molt car mantenir les linies de ratolins, aixi que surt
més economic congelar els embrions d’aquestes linies (400-600 per linia) en

nitrogen liquid. Aixi es minimitza I'espai i el cost economic.

Ill. Infeccié de Blastocist:

L’Unica tecnica realitzada on és necessita coneixements d’enginyeria genética,
és aquesta i consisteix en introduir cél-lules mare modificades geneticament a

un blastocit.

Massa oelular interna

En els ratolins; quan es produeix una penetracio, és opticament visible, ja que
es produeix un liquid gelatinés blanc en I'entrada de la vagina de la femella,

anomenat plug. Si el ratoli femella ha estat fecundat, des de que es veu el plug,
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es comptabilitza; 0.5 dies després, I'0vul fecundat és un oocit; 1.5 dies després

conté dues cél-lues; fins arribar a ser un blastocit 3.5 dies després del plug.

En la cavitat que es forma en el blastocit s’hi introdueixen cél-lules mare,
anteriorment modificades; per obtenir aixi ratolins transgenics.

Una de les practiques més comuns al IRB de Lleida, és la introduccié de
cel-lules mare modificades del ratoli 129, agoutis (caracteritzats per tenir el pel
marrd) en un blastocit del ratoli Black6é caracteritzats per tenir el pél fosc,
gairebé negre. La chimera que en surti, és creuara amb un altre Black6, si en la

descendéncia apareix algun ratoli agouti, la infeccié s’haura realitzat amb éxit.
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En acabar I'explicacié on vaig poder entendre qué s’hi feia exactament al IRB
de Lleida; vaig poder visitar la SPF (specific pathogen free), estabulari on hi
havia les linies mare de ratolins, o ratolins immunodeficients o aquells que han
d’estar completament sans i desinfectats per a ser estudiats; aixi que hi ha una

extrema higiene.

Aqui es mostra un ratoli Chimera, i la campana d’extraccio on es treballa amb

aguests animals per a que no es contaminin.
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Després de posar-me una bata, guants, mascareta i
pelcs; vaig entrar en uns vestuaris on vaig haver-me de
posar una mena de pijama d’hospital, una altra
mascareta, guants, gorra que em cobris els cabells, i
uns altres pedcs; i finalment, abans d’'una dutxa d’aire
vaig haver de posar-me un mono, un burca, i unes

sabates.

Després de recorrer uns passadissos, vaig arribar on eren els ratolins. Vam
escollir als més aptes i els vam dur a una altra sala per a operar-los. Una petita
classe practica on vaig poder veure com es realitzava primer una vasectomia i
després una simulacié d’'una introduccié d’embrions en una femella; en realitat
vam introduir-li un liquid semblant al que s'’utilitza en el gel d’agarosa; per a

poder visualitzar-ho millor.
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Per finalitzar la visita a la Maite, vaig realitzar-li una entrevista:

Has pogut treballar en molts laboratoris d’Europa, creus que les maneres

d’investigar canvien molt d’un lloc a un altre?

Si. A cada lloc s'imposa una manera de treballar que depen de diversos factors:
guestions culturals (horaris), economiques (recursos disponibles), organitzacio.
Quan comences a treballar en un institut d’investigacio i, sobretot, si esta en un

altre pais, thas d’adaptar a les maneres de fer. No costa gaire.

T’agradaria poder emprendre una investigacio personal? Cap on

s’encaminaria?

Si, suposo que tots els que treballem en aquest sector ens agradaria tenir el
PROJECTE de la nostra vida. M’agradaria poder saber el que hi ha darrera de

algunes malalties mentals, com 'esquizofrenia

D’entre tots els projectes qué has realitzat, amb quin et sents més

orgullosai perque ?

Del que estic més orgullosa és d’haver pogut aconseguir aqui, a Lleida, les
meves primeres quimeres, resultat de la injeccié de blastocists. He comencat
de zero al IRB i, per fi, estic obtenint resultats. Sé que en altres laboratoris i on
estava abans, a Munich, aix0 era feina rutinaria, pero aqui ha estat dificil.

Creus gque de tots els petits projectes que es realitzen avui en dia, es

podra arribar a algun descobriment de grans magnituds ?

Crec que tots estem aportant el nostre gra de sorra. El que hauriem de fer és
compartir més els resultats obtinguts, tant els positius com els negatius, ja que

de tot s’apren i S’evitaria la repeticio d’experiments.
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Que en penses de totes les organitzacions que estan en contra de la

utilitzacié d’animals al laboratori ?

Actualment tota la investigacio amb animals esta molt regulada, hi ha comites
d’etica que asseguren el benestar dels animals en tot el temps que dura la
investigacio. Un projecte amb animals ha de tenir I'aprovacio d’aquest comité
per poder dur a terme la investigacio. A més, tant els investigadors com els
tecnics encarregats del manteniment dels animals han de disposar d’una
acreditacio que els permeti treballar amb animals. Com tu mateixa has vist a
I'estabulari de la UdL, treballem de la millor manera per assegurar el benestar
dels animals. Penso que el model de ratoli és un model animal molt atil per

investigar malalties humanes i alhora relativament economic.

IRB de Lleida compta del financament de moltes entitats, qué diries a

aquells que poden invertir en ciéncia perqué no deixin mai de fer-ho?

Penso que invertir en desenvolupament i educacio és la millor inversié d’un

pais.

Per acabar, veus I’enginyeria genética com al futur de la investigacio

cientifica?

La enginyeria genetica esta resultant molt Gtil per investigar la funcié genética
humana. Saber quina funci6é exacta fa cada gen i en quin moment del

desenvolupament ens donara lloc a resoldre moltes malalties com ja ho ha fet.
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14. PART PRACTICA

Programa “Bojos per la bioguimica”

Tota una gran experiéncia va comencar un dia en una classe de biologia, amb
un paper d’inscripcié a un projecte organitzat per la “Fundacié la Pedrera”.

Uns cursos, que es realitzarien els caps de setmana als quals, sense cap mena
d’esperanga vaig inscriure’'m. Els que més em van atraure van bioquimica i
biomedicina, perqué donaven més peu a la investigacio i volia saber qué s’hi
feia exactament.

Durant I'octubre, vaig rebre l'ajuda de la meva tutora i professora de quimica, i
de la meva tutora del treball de recerca i també professora de biologia; per a
completar la inscripcio al projecte, escrivint una carta de motivacio, i una carta
de recomanacio per part de cadascuna d’elles.

La seguent noticia que vaig rebre; tal com m’esperava, era que després de 400
sol-licituds per al curs de biomedicina “Crazy about biomedicine” organitzat per
I IRB de Barcelona, no havia passat a la fase d’entrevistes. Perd pocs dies
després, en Josep M? Fernandez, director del projecte “Bojos per la bioquimica”
realitzat a la Universitat de Barcelona m’enviava un correu per a que confirmés
la meva assisténcia a la segona fase de seleccio.

Obviament, vaig confirmar-ho; sense pensar massa on m’estava posant. Aquell
correu que vaig enviar com a resposta, va obrir-me les portes a la investigacio
de veritat. Tothom que s’apuntava al curs sabia que alld implicaria un esforg
extra per als caps de setmana, que els caldria una dosi més d’energia... pero

vivint a Tremp, en vaig necessitar un parell.

Aixi que el dimecres de la setmana de la ciéncia, saltant-me algun examen...
vaig anar a Barcelona a demostrar que volia fer ciencia de debo.

A la sala d’espera per les entrevistes, tots ben nerviosos ens preparavem
alguna frase meés tecnica, algun projecte important per sorprendre al jurat,
alguns explicaven experiments fets a classe, altres experiéncies a centres
importants d’Alemanya i jo, no podia ni pensar en una cél-lula. Sols pensava el

gue em suposaria entrar en aquell curs, el no poder anar a esquiar, el no poder
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anar als monolegs dels divendres a la nit... | una altra vegada, sense
esperances vaig entrar a la sala de les entrevistes; on dues noies i un noi em
van comencar a fer preguntes en catala, castella i anglés; sobre quée havia
estudiat, quins experiments havia fet, que volia estudiar, qué em sorprenia de la
ciéncia...

Vaig sortir-ne contenta, comencant a valorar tot alld positiu que podria guanyar
en aquell curs, havent conegut als que podrien ser els meus futurs companys
de caps de setmana. | unes setmanes després vaig saber que estava dins del
curs, un dia per anar a la presentaci6 i tot un any amb classes diferents a les

que rebria a tremp i en laboratoris importants.

El curs, va comencar amb 4 classes teoriques dividides en dos dies; i després
en les sessions practiques de les explicacions anteriors. En acabar, vam tornar

a fer 4 teoriques i 4 practiques.

Proteines transportadores dels precursors de I’ADN.

« Aplicacions biotecnologiques dels virus bacterians.

« Plantes transgéniques.

e Microscopia multidimensional.

« Bioinformatica i les seves aplicacions.

o Fermentacions (bones i dolentes) i llevats.

e Bioquimica a través d’Internet, aquesta hamburguesa porta carn de
cavall?

« Us d’animals experimentals en el laboratori d'investigacio.

o Entendre i preparar un article cientific.

e Presentacio publica de l'article.

En totes les sessions, vaig poder veure com es treballava amb animals, com
s’evitava treballar amb aquests i es feia en programes informatics, com utilitzar
diferents tipus de microscopis i principalment, vaig aprendre com funciona un

laboratori cientific.
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GMO plants, a friend or a foe?

D’entre totes les practiques que vam realitzar, per grups de 3 vam haver
d’escollir-ne una; de la qual vam haver de fer un treball i vam, també,

presentar-la en public I'tltim dia del curs.

El meu grup, format per la Judith Sabaté i el Josep M2 Ferrer, vam escollir

representar la practica titulada “GMO plants, a friend or a foe?”.

Sessio6 teorica

En la sessi0o teorica vam valorar en general els organismes modificats
geneticament, com es produeixen i per a que s'utilitzen. | després, vam realitzar

un debat sobre I'ética d’aquests.

Sessi6 practica

Problema a investigar: Han estat modificats geneticament aquests nachos?

La sessio practica consistia en saber si uns “nachos” havien estat modificats

genéticament o no.

Hipotesi:

Potser els “nachos” a estudiar han estat modificats genéticament previament.

Introduccio:

En aquesta practica, la intenci6 era poder saber si uns “nachos” d’un

supermercat Pakistani eren transgénics o no.

Aquests, no marcats com a producte transgenic, pero vam voler estudiar-los
sabent que hi ha un 1% d’alteracio genetica del producte que no cal especificar
en I'embolcall, i també sabent que no sempre es compleix I'etiquetatge correcte

de molts productes que consumin diariament.
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Material:

- Nachos

- Civada com a control

- Un morter

- Aigua destil-lada

- InstaGene Matrix

- Agarosa

- Encebadors per un gen especific de totes les plantes i un altre nomeés

dels transgenics.

Variables independents:

Percentatge d’aliment utilitzat i la quantitat respectiva d’aigua destil-lada

Seguiment de processos; extracci6 de DNA, tecnica de PCR i tecnica

d’electroforesi.

Variables dependents:

Resultats en I'electroforesi que diferenciaran aquells productes transgenics

d’aquells que no ho son.
Practica:

e Extraccid de DNA de les mostres:
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- Afegim 2,65mL d’aigua a 0,53g de civada i 6,15mL a 1,23g de nachos
(5mL—1g) i ho triturem.

- Afegim 50 pL d’InstaGene Matrix.

- Bullim durant 5 min.

- Centrifuguem

e Técnica de la PCR:

- Aconseguim un medi aqués en el producte a investigar barrejant la
sequencia de DNA diana amb DNA-pol resistent al calor,
desoxiribonucleotids i dos encebadors.

- Ho escalfem fins a 80°C per aconseguir la desnaturalitzacié DNA inicial.

Dues cadenes amb dos encebadors i el DNA-pol, sintetizaran la cadena
complementaria per aconseguir la doble helix en el nostre segment de DNA, i
aquest procés s’anira repetint per obtenir el major nombre de segments

possible.
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e Técnica d’electroforesi:

L’electroforesi, explicat anteriorment, consisteix en el transport de particules
col-loidals a través d’un gel per l'accido d’'un camp eléctric. Segons la posicio
final d’aquestes particules podrem identificar un gen transgénic i aixi reconéixer
un producte transgenic.

Realitzacio del gel:

- 147mL aigua + 3mL TAE (buffer tampo 50x)

- 1,5g agarosa en 50 mL d’aigua + buffer al microones (gel al 3%).

En el gel d’'agarosa hi col-locarem una pinta, la qual retirarem quan en gel sigui
ja compacte i els forats d’aquesta els utilitzarem per introduir-hi al mostra a

estudiar.

També introduirem un Molecular Weight Marker que ens servira com a control
del pes molecular i en els porus seguents hi introduirem les altres mostres. S’hi
aplica una font de corrent electric continu i aixi s’aconsegueix que les particules

de DNA migrin cap al pol positiu, depenent del seu pes molecular.

Possibles resultats:

Mentre esperavem que es completes el procés de I'electroforesi, vam estudiar

els possibles resultats que en podriem obtenir i van ser aquests.

1. Control negatiu correcte, control positiu correcte i producte negatiu,
(sense modificacio genetica)

2. Control negatiu incorrecte; no és una prova valida.

3. Control positiu incorrecte; no és una prova valida

4. Control negatiu correcte, control positiu correcte i producte positiu
(modificacio genetica existent)

5. Control negatiu correcte, control positiu correcte i sense resultats en el

producte a investigar; no hi ha DNA. No és una prova valida.
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Marker-Control Negatiu- Nachos a estudiar- Control positiu

Amb verd es mostra un gen especific de les plantes per tant un gen que ha
d’estar present en les tres mostres. | amb vermell es mostra el gen especific
dels transgénics; en aquest cas, esperavem que la mostra de “nachos” hagués

estat modificada genéticament i aixi vam voler preveure-ho en I'esquema.
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Resultats:

Després de realitzar el gel d’electroforesi,
tenyir-lo i deixar-lo reposar; i despres
extreure’'n el tint sobrant passant el gel per
diferents recipients amb aigua calenta, vam

poder observar els nostres resultats.

C.Negatiu | “Nachos” C.Positiu

b

Amb negre es mostra un gen present en les tres mostres, un gen present en les
plantes (el qual podem arribar a coneixer pel seu mes molecular, marcat per la
primera banda on hi hem introduit el Marker DNA); i amb vermell un gen
transgénic; el qual hagués aparegut en els “nachos” si haguessin estat

modificats genéticament.
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Com es pot observar, la mostra dels “nachos” ha donat el mateix resultat que la

mostra del control negatiu, per tant; no han estat modificats genéticament.

e Conclusions:

En acabar, vam realitzar un petit debat per trobar els avantatges i inconvenients

dels transgenics.
o Avantatges:

Qualsevol mena d’aliment modificat genéticament ens pot proporcionar un munt
d’avantatges; per la modificacio de les proteines, addicid o alteracid de

vitamines que necessitem.

Els transgenics sén, també, capacos de resistir a factors fisics i ambientals com
I'is de plaguicides i I'atac d’alguns insectes; per tant disminueix la possibilitat
de dany i n'augmenta la produccié en el camp agrari i també aixi s’evita I'is
dels plaguicides i aixi s’evita la contaminacié ambiental produida pels residus

quimics que aquests provoguen.

A part, els aliments transgénics poden presentar la capacitat d’endarrerir el seu
procés de degradaci6; per tant pot arribar al consumidor més fresc i menys

madur.
o Inconvenients:

L’'us dels aliments transgénics pot afectar la biodiversitat d’'un pais, la seva
pérdua i també pot afectar a la seva economia; per aixo i per altres factors com

la exportacio i la seguretat alimentaria.

Els transgénics poden ocasionar problemes en la salut humana com al-lergies

a certes substancies que poden ser nocives depenent de cada organisme.

El problema qué més preocupa, ara per ara, €s la possible transmissié d’algun

tipus de gens d’aquests aliments als humans.

El que defensen els grups que s’hi posicionen en contra, son els problemes a
llarg termini; és a dir, els que sorgiran amb el temps i dels quals no en sabem

res encara.
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Practica a la Universitat de Barcelona:

El fet d’haver participat en el programa “Bojos per la Bioquimica” em va donar
'oportunitat de realitzar, fora d’aquest projecte, una practica a la Universitat de
Barcelona amb l'ajut de dos tutors, assignats pel Departament de Bioquimica

de la Universitat.

La practica va consistir en la “modificacié genética de bacteris E.Coli

(Escherichia Coli) en introduir-los-hi un plasmidi pGlo”

L’ Escherichia Coli son bacteris, és a dir, de cél-lules procariotes, amb el
material genetic dispers de manera circular, sense introns en el seu DNA.
Aquestes caracteristiques faciliten la seva modificacié genetica, i per aixo €s un

dels bacteris més utilitzats en I'enginyeria genética.

El DNA que codifica el gen GFP (Green Fluorescent Protein) es troba en els
cromosomes d’'una de les meduses (Aequorea Victoria, que es troba en I'Ocea
Pacific Oriental). Els biotecndlegs han aillat aquest gen mitjancant tecniques
d’enginyeria genetica i s’ha inserit en un plasmidi bacteria. Aquest plasmidi
recombinat que conté el gen GFP de les meduses, s'anomena pGLO.

El pGLO conté diversos gens que permeten la

Nda |

replicacio del plasmidi de DNA i I'expressié de la araC
caracteristica fluorescent en els bacteris. = ‘
O l:’ L:L LO P,
Els gens importants del plasmidi: s = Hind I
: y Amp’ GFP
o GFP: produeix la proteina GFP .

o g HinDx 1NN
o Bla: gen que codifica per la B-lactamasa, un

enzim que descompon I'antibidtic ampicil-lina. Els bacteris que contenen el
gen bla poden créixer en mitjans que contenen ampicil-lina.

o Ori: origen de replicacio.

o Ara C: Només quan l'arabinosa s’uneix a la proteina ara C s’activa la

produccio de la GFP.
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La transformacio:

Aquest procediment de transformacié consta de tres passos principals.
Aquestes mesures estan destinades a introduir el DNA plasmic en les cel-lules
E. Coli, i proporcionar un entorn perque les cel-lules puguin expressar els seus

gens recentment adquirits.

La primera fase per a la modificacié genética és la transformacio (realitzada a
partir d’'un xoc térmic); és a dir, la introduccié del plasmidi en el bacteri (en
aquest cas en I'Escherichia Coli competents, que son bacteris tractats amb
unes sals perque la paret que els embolcalla sigui permeable i aixi facilitar la

introduccié del plasmidi)

El creixement en plaques de LB (liquid amb tots els nutrients necessaris) i
ampicil-lina indica la preséncia del plasmidi en el bacteri. No obstant aixo,
I'arabinosa també ha de ser present en el mitjans per activar I'expressio de la

proteina GFP.

Les cél-lules creixen i expressen la resisténcia a 'ampicil-lina gracies a la 3-
lactamasa, (produida pel gen bla) de manera que les cel-lules transformades
sobreviuen i aquelles que no hagin realitzat el procés de modificacio

correctament no.

e “Modificacié genetica de bacteris E.Coli (Escherichia Coli) en introduir-

los-hi un plasmidi pGlo”

NOTA: La part de modificaci6 del bacteri, és realitza sota una flama per
aconseguir una zona esteril, per evitar aixi una possible contaminacio

d’aquests.

1. Repos de 2ul de bacteris i 1pl de plasmidi en eppendorfs a -4°C
de temperatura durant 20 minuts
Aqui s’aconsegueix que el plasmidi desitjat es col-loqui prop de la
cel-lula, on més tard s’introduira

2. Xoc termic: 1minuti 30 segons a 42°C i despres de 2 a 5 minuts amb

gel. Aixi s’aconsegueix la introduccio del plasmidi en la cél-lula.
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3. Recuperacié en 100ul de LB liquid durant 45minuts-1hora.
LB liquid + 100ug/ml d’ampicil-lina + 6mg/ml d’arabinosa.

La dissolucié obtinguda 'avoquem en una placa de petri en un medi liquid amb

LB (on hi ha els nutrients necessaris per al bacteri) .

Utilitzarem 4 plaques de petri, amb diferents condicions per als bacteris.

En la primera, on hi haura LB i ampicil-lina hi avocarem uns bacteris que no
hagin introduit el plasmidi pGlo, per tant, aquests no sobreviuran perque no

seran resistents a 'amplicil-lina.

En la segona, on hi haura LB, ampicil-lina i arabinosa, hi avocarem també uns
bacteris que no hagin introduit el plasmidi pGlo i per tant, aquests no
necessitaran I'arabinosa per a manifestar el gen per a la fluorescencia i apart,

moriran ja que sense el plasmidi, no sén resistents a I'ampicil-lina.

En la tercera, on hi haura LB i ampicil-lina, hi avocarem els bacteris amb el

plasmidi pGlo. | aguests, sobreviuran ja que seran resistents a I'antibiotic.

| en l'dltima, on hi haura LB, ampicil-lina i arabinosa; hi avocarem també
bacteris que hagin introduit el plasmidi, i en aquesta per tant sera en la que
aconseguirem els bacteris fluorescents, ja que I'arabinosa activara el gen de la

fluorescéncia i aixi se sintetitzara GFP.
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Una vegada avocades les mostres i dispersades amb cura per tota la placa de
petri, els deixarem reposar en agitacio 24 hores (overnight) i a 37°C de

temperatura, per a augmentar la velocitat de reproduccio del bacteri.

24 hores després, podrem observar que aquells bacteris modificats

geneticament i introduits en la placa de petri amb ampicil-lina, LB i arabinosa;

desprendran fluorescencia davant llum ultraviolada.

Despres d’haver demostrat la correcta introduccio del gen en el bacteri, en
picarem les colonies, alla on hi hagi més densitat per augmentar aixi les

possibilitats d’agafar més bacteris.

Els bacteris que agafem de les plaques de petri els introduirem en diferents

tubs d’assaig.
En aquesta part, n’ utilitzarem 4.

En el primer, hi introduirem els bacteris en un medi liquid de LB + ampicil-lina;
per tant, sols sobreviuran aquells que hagin introduit correctament el plasmidi

pGLO, i aixi seran resistents a I'antibiotic.
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En el segon, hi introduirem els bacteris en un medi liquid de LB + ampicil-lina i
també arabinosa; per tant sols sobreviuran aquells que hagin introduit
correctament el plasmidi pGLO, que seran aquells amb resisténcia a I'antibiotic
i apart, manifestaran la fluorescéncia quan l'arabinosa s’uneixi a la proteina

araC, present en el plasmidi.

En el seguent, hi introduirem els bacteris en un medi liquid de LB; per tant
aquests sobreviuran tan si han estat modificats o no, perd no manifestaran el

gen adquirit.

Per ultim, com a control utilitzarem un tub on hi introduirem un medi LB amb
arabinosa i ampicil-lina i els bacteris, perd sense el plasmidi modificat; és a dir
el percentatge de plasmidi que hem introduit als altres, en aguesta mostra sera

d’aigua.

Els tubs d’assaig, es deixen reposar durant una nit (over night) a una
temperatura de 37°C, la qual es considerada optima per al creixement del

bacteri i en agitacio, per accelerar el procés de reproduccio dels bacteris.

Al mati seguient, desprées de tota la nit en agitacio, realitzarem I'extraccio de la
proteina GFP de la nostra dissolucid; i per aixd agafarem 1 ml de la dissolucio
que contingui LB, ampicil-lina i arabinosa, de la part més térbol de la dissolucid,
(ja que alla hi ha un percentatge més elevat de concentracié de bacteris) i

I'introduirem en un eppendorf.
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Realitzarem el mateix procediment perd amb bacteris sense arabinosa. Es a
dir, introduirem 1ml en un eppendorf, per a col-locar-lo en la centrifugadora
amb la mostra de bacteris amb el plasmidi. La mostra que no expressara el gen
de la GFP, serveix per a realitzar la centrifugacié6 amb seguretat. Es obligatori
col-locar una mostra de mateix pes que compensi a la que de veritat volem
centrifugar, si la centrifugadora estd descompensada podria sortir la mostra
disparada i inclus explotar. | aixi ens servira per a trobar la proteina que varia

d’'una mostra a I'altra en el gel de policrilamida.

Les dues mostres es posicionen una davant de l'altra, per aconseguir aixi el

maxim equilibri possible entre elles.

La centrifugacié durara d’'un maxim de 2 minuts a 13,4-10% r.p.m.

Una vegada centrifugades les mostres, podrem observar que s’ha creat una

substancia solida a la part inferior del eppendorf.
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Avocarem el sobrenedant de I'eppendorf i ens quedarem amb el pellet, que es
aquesta part solida enganxada al fons. Després, per aconseguir un pH neutre
(7.4), suspendrem el pellet en 500ul d’'una solucié salina.

Seguidament realitzarem una lisi cel-lular, que és el procés de ruptura de la
cel-lular que produeix la sortida del material intracel-lular; per aconseguir-ho,
aplicarem una sonificacio a les mostres, un procés que mitjangcant ones, crea
uns canvis de pressié que fan que el bacteri exploti i deixi lliure el seu material

intracel-lular.

Per aconseguir-ho, hi aplicarem 10 repeticions de 5 a 10 segons cadascuna, a

una poténcia intermedia.

Finalitzada la sonificacio, repetirem el procés de centrifugacio, durant 2 minuts
a 13,4 -10°r.p.m. (maxima poténcia).

En acabar, pipetegem 100ul del sobrenedant de cada mostra al qual hi afegim
20ul d’un tampé de carrega. El tamp6 donara coloracié a la mostra (per a poder
visualitzar la mostra amb facilitat dins del gel de policrilamida), hi donara més
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densitat (per a facilitar la mobilitat de les proteines dins del gel) i hi donara una

carrega negativa.

Aconseguida ja la dissolucio, es deixa reposar al congelador, mentre es

prepara el gel de policrilamida.

El gel de policrilamida, estara format per dos gels de diferents densitats i 10
pous per a introduir les mostres. En la part inferior; un gel separador amb una
densitat elevada per a facilitar la mobilitat Unicament a les proteines més
petites. En la part superior, un gel de densitat menor, el gel concentrador, que
actua acumulant les proteines en l'inici del gel seguent, i aixi, aconseguir que

totes iniciin el recorregut pel gel separador alhora.

Gel POLACRILANIDA

3% 1gel 0.75 fml |2
30% is | 0%2ml
Tris-HC 062 ml 1 3 7
“oncentvadac SDS 10%. 25
H0 1.5 mi
Temed 2540 515__

APS 10% 285

5% 1gel 075

30% is

avads W“n;lns‘u
H0

Per a sintetitzar els gels, utilitzarem:

e Acrilamida i bisacrilamida (la mescla dels quals sintetitza policrilamida)

e Tris-HCI per a estabilitzar el pH de la dissolucio

e SDS per a donar carrega negativa a les proteines desnaturalitzades

e H5O

e Temed, un catalitzador que augmentara la velocitat de reaccio.

e ADS, (persulfat d’amoni) per aconseguir un electré lliure que s’ajuntara amb

el radical de I'acrilamida.

Els dos gels estaran formats per els mateixos elements, perdo amb diferents
concentracions i quantitats.

El gel concentrador estara a un 3% i el gel separador a un 12,5%.
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Una vegada avocada la dissolucio sintetitzada anteriorment i aquesta
polimeralitzada, connectarem I|'aparell al voltatge i introduirem diferents
quantitats de les mostres i el marker DNA en els pous.

En el primer hi introduirem 20pl de la mostra de bacteris sense expressio de la

proteina GFP, degut a la falta d’arabinosa.

En el segon hi introduirem 5ul de la mostra de bacteris sense expressio de la

proteina GFP, degut a la falta d’arabinosa.

En el tercer hi introduirem 20ul de la mostra de bacteris modificats

genéticament i amb 'arabinosa necessaria per a activar el gen de la GFP.

En el quart hi introduirem 15ul de la mostra de bacteris sense expressio de la

proteina GFP, degut a la falta d’arabinosa.

En el cinqué hi introduirem 15ul de la mostra de bacteris modificats

geneticament i amb I'arabinosa necessaria per a activar el gen de la GFP.

En el sisé introduirem un Marker DNA per a poder coneixer els pesos de les

proteines.
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En el sete hi introduirem 10ul de la mostra de bacteris sense expressio de la

proteina GFP, degut a la falta d’arabinosa.

En el vuite hi introduirem 10pl de la mostra de bacteris modificats genéticament
I amb l'arabinosa necessaria per a activar el gen de la GFP.

En el nove hi introduirem 5pl de la mostra de bacteris sense expressio de la

proteina GFP, degut a la falta d’arabinosa.

| en I'dltim, hi introduirem un altre marker DNA, per a facilitar-nos la feina a

I'hora de veure el pes de cada proteina.

En comencar a corre les proteines per el gel, aquestes es posicionaran totes en
I'inici del gel separador. | una vegada alla, alhora comengaran a correr pel gel

separador, variant la velocitat segons el seu pes molecular.
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Deixats passar uns 45minuts a un voltatge alt, podem apagar I'aparell i retirar el

gel,

Una vegada fora, el tenyim per a poder veure amb més facilitat les proteines
que s’hi troben i el deixem reposar; despres el netegem amb aigua destil-lada.

Si el rep0s no és suficient no es poden veure amb claredat les proteines.

Com es mostra en la fotografia, sols es visualitza un dels Markers introduits, i
aixo es degut a la falta de repos. Aixi que en vista de que no apareixien els
resultats i donant per a finalitzada la practica. Vam recollir el laboratori i vam
marxar. |, dos dies més tard, en anar a mirar els resultats del gel que vaig
endur-me per ensenyar-los a aquells que m’havien preguntat qué havia anat a
fer, es visualitzaven perfectament totes les proteines; pero el gel s’havia trencat

per una punta. Ja que quan deixa d’estar en remull s’asseca.
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Vam utilitzar un Marker DNA anomenat “Precision Plus Protein Dual Color
Standads”; i buscant els pesos que aquest indica, veiem que la franja lila
(senyalada amb una fletxa negra en la fotografia), indica un pes de 25kDa. A
part, busquem el pes de la proteina GFP, i trobem que aquest és de 27kDa.

Una vegada es sap aix0, podem mirar si €s cert que aquesta proteina sols es
manifesta en aquells carrils on ha estat introduida una mostra que contingués
bacteris modificats i amb I'arabinosa necessaria per a activar el gen de la GFP,
i aixi la produccio de la proteina. | veiem que en el carril numero 3 i numero 5,
els quals contenen 20ul de la solucié de bacteris amb arabinosa i 15ul de la
mateixa solucid, respectivament; s’hi manifesta una franja que no es manifesta
en aquells carrils on s’hi ha introduit una mostra amb bacteris incapacitats per a
produir la proteina. La proteina marcada amb una fletxa blanca és, per tant, la
GFP.

També podem observar que hi ha algunes proteines que es manifesten en
totes les mostres i amb més intensitat que d’altres, aixd depén de la

importancia d’aquestes en el bacteri, la quantitat, etcétera.

97



La revolucio dels gens

Conclusions:
Per a qué serveix aquesta practica?

Pot semblar una practica sense una finalitat gaire clara. B&é, en el meu cas, va
servir per aprendre a realitzar una modificacié genética d’'un organisme. |

aquesta va ser tambée la finalitat dels primers que van realitzar-la.

De totes les modificacions que es poden dur a terme, és de les menys
complexes i per tant, més facils de realitzar sense error sense ser un expert del

tema.

El gen de la GFP, procedent d’'unes meduses, els hi resulta util a aquestes per
a no fer ombra en les profunditats del mar i aixi no ser detectades per les seves
preses. Al bacteri E.Coli no li serveix la proteina fluorescent sintetitzada per
aquest gen, perd si que pot servir als investigadors, en diferents projectes

d’investigacio, per a poder detectar els bacteris.

La practica, s'utilitza molt per la facilitat a 'hora de demostrar si la modificacio
s’ha realitzat amb exit; ja que sols cal aplicar llum ultraviolada als bacteris i

aguests desprenen la fluorescéncia si han introduit correctament el plasmidi.
Com ha estat la realitzacié de la practica?

La modificaci6 genetica no ha estat extremadament dificil, tal com podia

semblar en un principi.

La técnica del xoc térmic és relativament senzilla i el bacteri E.Coli, mostra
facilitat a I'nora d’introduir en el seu material genetic, el material geneétic

provinent del plasmidi pGLO.

Tot i aix0, resulta impensable la quantitat de protocols i passos entremitjos
indispensables que s’han de seguir per a poder arribar al bacteri modificat

geneticament i aqui sorgeix la dificultat de la practica.

Realitzant-la; he aprés a treballar en un laboratori sense deixar de banda els
detalls, com el treballar sota la flama (que em va costar molt recordar cada

vegada que havia de pipetejar alguna cosa de fer-ho sota), donar importancia a
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la seguretat del laboratori (guants, bata...), valorar els possibles resultats abans

de veure el resultat final, entre d’altres.

El fet que en el primer moment no es veiessin les proteines en el gel de
policrilamida, va ensenyar-me a repassar tots els passos seguits en
'experiment. Sense trobar-hi cap error, i aixi al final, va resultar aparéixer allo

gue esperavem.

Voldria agrair I'ajut de Maria Jose, Enric i Xavier Hernandez, sense els quals no
hagués estat possible la correcta modificacid, i especialment; per la seva
paciencia en explicar-me tots els passos un munt de vegades, el perqué de
cadascun i també per al seu interés en que el resultat de la practica en el meu

treball quedés bé.
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En acabar, vaig realitzar una entrevista als dos tutors que em van ajudar

moltissim a poder realitzar la practica correctament:
e Maria José Lopez Iniesta:

Estudis cursats:

Grau de Biologia, Master en Geneética i Genomica. Actualment cursant el
Doctorat en Genetica. (Tots els estudis realitzats a la Facultat de Biologia de la

Universitat de Barcelona)
Quin paper creus que té I’enginyeria genética en les investigacions?

L’enginyeria genética seria alhora una eina en si que permetria profunditzar en
l'estudi de la biologia molecular, i alhora un mitja per modificar organismes. Dit
d’una altra manera, s’empra tant en la ciencia basica com en l'aplicada. En les
investigacions de ciencia basica permet abordar qlestions de la vida que d’altra
banda serien, si no impossibles, molt dificils de resoldre; i també permet fer
questionar la vida fent-hi modificacions que en la natura no hi tindrien lloc, aixi

que obre un gran i nou ventall de possibilitats d’investigacio.

T’agradaria poder emprendre un projecte personal en aquest ambit ? Cap

on s’encaminaria ?

Si que m’agradaria (i, de fet, no sé si part de la meva tesi es dirigira en part a
aquest ambit). Preferiria que s'’encaminés resoldre o bé problemes socials (com
ara la cura de malalties, o transgenics que permetin tenir aliment més nutritiu
en regions arides, per exemple), o bé problemes ambientals (com podria ser la

destoxicacio de les aigues).

Creus gque de tots els petits projectes que es realitzen avui en dia, es

podra arribar a algun descobriment de grans magnituds?

El que fa avancar la ciencia és la posada en comu de les descobertes i les
proves infructuoses. La suma del que puguin fer petits projectes, pot donar peu
a un descobriment de grans magnituds que, potser si no fos per totes aquestes
aportacions, no se’ls hagués acudit alguna idea que hagués conduit a un gran

descobriment. Per tant, si, ho crec.
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Qué en penses dels valors étics de la modificacié6 dels gens d’un

organisme ?

Es modifica sense rancor tot tipus d’organismes, fins i tot més darrerament la
terapia génica modifica ni que sigui una part del cos d'un huma per curar-lo
d’'una patologia. Tenim una visi6 molt antropocentrica, i pensem que pel bé
d’avancgar en la ciéncia i el saber de la humanitat, ens és permes de modificar
altres organismes. Si bé es pot dubtar I'etica de tot plegat, si que és innegable
que, de no ser aixi, no s’hagués avancat ni una infima part com s’ha avangat en

el coneixement.

Qué en penses de totes les organitzacions que estan en contra de la

utilitzacié d’animals al laboratori ?

Seguint amb la pregunta anterior (i et contesto ambdues com si fos la mateixa,
gairebé), entenc molt bé les raons d’aquella gent que esta en contra de la
utilitzacio d’animals d’experimentacio. En aquest sentit, si se vol continuar
avancant (sobretot en camps que tenen tanta demanda com el descobriment
de farmacs), no es pot prescindir de la utilitzacié d’aquests animals. Ara bé,
potser es podria intentar restringir que sutilitzessin només quan fos
estrictament necessari. De totes maneres, sempre que és possible s’intenta
utilitzar alternatives, com cultius cel-lulars (camp que esta en expansié per les

cel-lules pluripotents induides).

Qué diries a aquells que poden invertir en ciéncia perqué no deixin mai de

fer-ho?

Invertir en ciencia és un bé cap a la societat: s‘'augmenta el saber i el
coneixement del mon, i es donen solucions a problemes humans i ambientals.

No és un gest infructuds en cap sentit.

Per acabar, veus I’enginyeria genética com al futur de la investigacio

cientifica?

Encara que sigui en una part de la investigacio cientifica, certament I'enginyeria

genéetica és una eina molt potent que no es para d’actualitzar en tecniques
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constantment. Aixi que si, la veig en un futur, i per un futur que durara de molts

anys en endavant!

e Xavier Hernandez Alias:

Estudis cursats: Grau de Bioquimica a la Universitat de Barcelona
Quin paper creus gue té I’enginyeria genética en les investigacions?

Aporta moltes eines avui en dia indispensables per poder avancar en les

investigacions.

T’agradaria poder emprendre un projecte personal en aquest ambit ? Cap

on s’encaminaria ?
Si, especialment en el camp de I'estudi de la biologia del cancer.

Creus que de tots els petits projectes que es realitzen avui en dia, es

podra arribar a algun descobriment de grans magnituds?

Crec que el futur de la investigaci6 esta cada vegada més globalitzat, i és la

suma de molts projectes el que fa els grans descobriments.

Qué en penses dels valors étics de la modificacié dels gens d’un

organismes ?

Sempre que porti a la cura de malalties o millora de la qualitat de vida hauria de

ser possible, perd és molt important establir clarament uns limits.

Que en penses de totes les organitzacions que estan en contra de la

utilitzacié d’animals al laboratori ?

Els animals de laboratori sén indispensables a I'hora de fer estudis que en un
futur poden arribar a curar malalties o millorar la qualitat de vida. Ara bé, el seu

us ha d’estar ben regulat.

Que diries a aquells que poden invertir en ciencia perque no deixin mai de

fer-ho?

La ciéncia es un camp en continua expansio i les millores que se’n poden

derivar a llarg termini sdn extremadament rellevants a la societat.
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Per acabar, veus I’enginyeria genética com al futur de la investigacié

cientifica?

El futur de la investigacio cientifica esta en la enginyeria genética i molts altres

camps d’estudi, i aquesta interdisciplinarietat sera un punt clau.
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15. CONCLUSIO FINAL, VERIFICACIO DE
LA HIPOTESI

En escollir aquest treball, en escriure les primeres frases sobre I'enginyeria
geneética, i sobretot en comencar a buscar informacié per a saber que feia
exactament I'enginyeria genética en la recerca; vaig veure clar que aquestes

técniques tindrien, de ben segur, un paper importantissim en la ciencia.

| ara, escrivint les dltimes paraules; reafirmo que el paper de I’enginyeria
genetica en la investigacié cientifica és clau, pero cal remarcar que és sols
el comengament i que I'enginyeria genetica sera l'eina del futur per a realitzar
projectes que ara per ara ens resulten inimaginables. De la mateixa manera
que fa cinquanta anys, aquells que no sabien clarament I'estructura del DNA,
aguells que van descobrir que els gens codificaven per a proteines o aquells
que fa vint-i-cinc van aconseguir la primera molécula de DNA recombinant en el
laboratori, no es podien imaginar la quantitat de projectes que aquells petits

descobriments han permes.

Queda clar que, els projectes que s’han aconseguit gracies a I'enginyeria
genetica son fonamentals per a la cura de moltes malalties, per a la millora dels
productes que ingerim, per a la fabricaci6 de qualsevol mena de farmacs...
Perd sense aturar-nos aqui, cal donar un pas més i veure que més en podem

extreure de la infinitat de projectes que I'enginyeria genetica ens permet.
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16. OPINIO PERSONAL:

Després de gairebé deu mesos, ha arribat el final d’'un gran esfor¢ que ha
comportat moltes hores davant la pantalla de I'ordinador intentant explicar, amb
paraules comprensibles per a qualsevol que volgués llegir el treball, un seguit
de técniques molt complexes. | despres de tot, crec que n’hi ha algunes, com el
projecte genoma huma que m’ha resultat impossible d’explicar d’'una manera
senzilla, la complexitat del projecte ho impedeix. L’esfor¢ també ha comportat
viatges a Barcelona, a Lleida, entrevistes amb entesos de ciéncia, i frustracié a
I'hora de voler explicar alguna cosa que ni jo mateix entenia. Ha estat realment
dificil perd ara, una vegada acabat m’adono del que dia ha dia he aconseguit i

del que m’ha enriquit cientificament i me’n sento molt orgullosa.

Un cop acabat el treball, espero que de la mateixa manera que m’ha servit a mi
redactant-lo; serveixi a molts curiosos que el vulguin llegir. Que qualsevol amb
ganes de saber que ens deparara la ciencia en uns anys, pugui fullejar el que
he estat escrivint, que qualsevol pugui sentir interés en les practiques que he
fet, que pensi en projectes que es podrien realitzar gracies a I'enginyeria
genetica, que s’hi posicioni a favor o en contra, que es consciencii sobre els
transgénics, sobre I'obtencidé dels farmacs que qualsevol es pren sovint, sobre
la cura de la malaltia que pateix aquell familiar, amic, vei... Que un petit

projecte obri les portes d’aquesta societat cientifica a molts.

Una de les meves fites en acabar el treball, era poder posicionar-me a favor o
en contra de I'enginyeria genetica i ara, després d’haver vist tot el que pot
arribar a aconseguir per als nostres beneficis directes, crec que és una eina
molt favorable per a la societat humana; pero que sols ho seguira sent si es
segueix establint la mateixa rigidesa a I'hora de mirar els comportaments étics

de tots els projectes.

L’enginyeria genetica pot arribar a crear coses increibles, pero si no es controla
i se’'n va de les mans d’aquells que tenen el poder de controlar-ho, pot resultar

inclus perillosa.

Aixi, la meva conclusio seria: “Enginyeria genetica? Si, perd0 no de
qualsevol manera”
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18. AGRAIMENTS:

Comencar aquest treball no hagués estat possible sense I'ajuda d’ Eva Costa,
qui em va incitar a endinsar-me d’'una manera especial en el mon de la ciéncia;

i es va convertir en la meva tutora d’aquest treball.

Una vegada comengat, he d’agrair la col-laboracié d’en Josep M? Fernandez,
director del departament de Bioquimica de la Universitat de Barcelona; de tots
els companys del curs “Bojos per la Bioquimica”, en especial aquells que van
realitzar amb mi la practica “GMO plants, a friend or a foe?” Judith Sabaté i
Josep M? Ferrer; de Cristina Faba (antiga alumna de 'INS de Tremp, estudiant
de Medicina a la Universitat de Barcelona); de Maite Rodriguez-Manzaneque,
cap del servei de transgénics de “I'Institut de Recerca Biomédica” de Lleida; de
Maria José Lépez, Xavi Hernandez i Enric, els tutors que em van ajudar a
poder realitzar amb éxit la practica a la Universitat de Barcelona; a Isidre Felip
(antic alumne de I'INS de Tremp, grau en Ciéncies Biomédiques a la Universitat
de Lleida) qui em va facilitar els contactes necessaris per a poder enriquir el

meu treball de recerca.

Per acabar, voldria agrair també I'ajut, (no escrivint més paraules, sind animant-
me a que jo ho fes) dels meus pares i germana, qui han suportat tots els meus
mals de cap, nervis i estrés a I'hora de redactar el treball; de la meva avia, qui
estava més il-lusionada que ningl imaginant-me en un laboratori descobrint la
cura per a milers de malalties quan anava a les primeres sessions teoriques i
practiques del programa “Bojos per a la Bioquimica”; de la meva abuela, qui
explica orgullosa a totes les seves amigues cadascun dels petits projectes que
he fet, 'avang del meu treball i el meu possible futur dedicat a la ciencia; dels
tiets i tietes, que han aportat el seu granet d’arena amb tot el que podien; amics
I amigues, amb els que hem compartit dia rere dia les preocupacions que el
Treball de Recerca ens comportava i ens hem animat uns als altres; i tots
aquells que d’alguna manera o altra hagin format part del meu, ja acabat,

treball de recerca.
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