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1.INTRODUCCIO:

Abans de comencar a parlar sobre que és la enginyemnética i I'epigenética, m’agradaria
fer un petit preambul sobre aquest treball; deltgagta, quines son les seves pretensions, els
motius que he tingut per a dur-lo a terme, etc.

Aquest treball, és una visio sobre la enginyeri@egjea moderna i un dels seus processos més
innovadors. En aquest treball, podrem apreciar efit fragment del que és la enginyeria

genetica i posteriorment una entrada amb més pldairen el tema que ens ocupa.

Aquest treball, pretén ser una visié objectiva edlrgenetica moderna, pero explicada en
clau divulgativa, és a dir, posseeix tot el rigantific possible perd sense perdre la seva
essencia, és a dir, ser un treball assequiblerpampli public.

He triat el tema d’aquest treball, degut a la nfegainacio pel camp de la genética, les seves
manifestacions i els seus processos. Pero la ganési mot amplia, aixi que vaig decidir
buscar branques d’aquestes que em semblessinssdate | que a la vegada, fossin un tema
totalment desconegut per a mi, on trobo I'essewbima feina de recerca: fer teu un

coneixement que no posseeixes, €s més, que naeshasentit a parlar.

A més a més, mentre que anava fent el treballanan apareixent periodicament, les idees i
conceptes de Lamarck, de qui jo, obertament, metiado gran admirador, tant a nivell

personal (fent front a una societat creacionista) en els ambits cientifics.

NOTA: Tots els elements marcats amb cursiva, sénidsmes o0 estrangerismes, que es
troben exposats en el glossari per ordre alfabdlites elements tecnics, no es troben

marcats en cursiva, degut a que son explicats maiix treball.

Pel que fa a les referéncies bibliografiques, ntrasen esmentades en el text, degut a que el
sistema de treball que he usat no he contemplatrdecio directa de dades, sind el

processament i adequacio de la informacio.



1.1. HISTORIA:

Comencarem aquest viatge a través del que coneixéram sentit a parlar, I'enginyeria
genetica.

Podem dir que la enginyeria genetica, és el camle® caracteristiques propies d’'un ésser per
part dels humans per a treure’n un profit (ja sigucura de malalties o la millora d'uns
cultius). Aquest procés ens pot resultar relativenmeodern, pero el concepte o idea €s molt
meés antic del que ens pensem.

Coneixem, que aquest viatge, va ser iniciat peividitzacio més antiga, els mesopotamics.
Ens situarem cap el 5000 a.C, en una terra fértite dos grans rius, el Tigris i 'Eufrates. La
principal font d’aliment per aquells temps, ergtiaultura i la ramaderia, tot i aixdo no era
tant eficient com ho és ara. Tot i aixi, els mes@pics, es van trobar un sistema per millorar
periodicament les seves collites i caps de bestar;deduir que si es guardaven els millors
exemplars de cada “cicle”, per a la reproduccié sdmbra, el segiient cicle, era de més bona
qualitat. Aixi, van trobar un sistema que millorayaantiosament el seu nivell de vida i
supervivéncia, i sense adonar-se’n, influien egeiaética de les especies domesticades per
obtenir-ne un benefici.

Aquestes modificacions, van ser explotades duraolt e temps, van ser refinades i
provades fins a obtenir diferentes espécies odsprin exemple d’aixd en son les vaques
lleteres, la mula o la nectarina. A través d’aqeetsvis influits per les conductes humanes, la
informacio genética de la gran majoria d’espéci&ssgrs vius que coneixem han estat
canviades, han interromput el que podriem anomeoir a sel-leccié natural i ha estat
canviada per la sel-lecci6 artificial.

A partir d’aquest punt, van arribar a passar meBtges perqué es fes un progrés significatiu.
No va ser fins a partir del segle XVII d.C. on emver avencos (juntament amb molts
descobriments que va dur a terme la ciencia, aemiavdonat per la rapidesa amb que

avancava la técnica):

1665, R.Hooke descobreix la cél-lula vegetal inahi

-1831, R.Brown descobreix el nucli.

-1860,G.Mendel escriu les seves observacions ssbprobabilitats i heréncies genétiques en
vegetals.

-1885, Virchow aporta la idea actual de la duplizael-lular Omnis cellula ex cellula



1902, Sutton i Boveri aporten la teoria en quecéhlula posseeix tota la informacio
necessaria per la sintesi de la seva estructgrapetrol del seu funcionament i la capacitat de
transmetre-ho als seus descendents.

1902, H.Spemann, postula que les cel-lules nepdrdormacio, siné que la desactiven. A
més, va ser el primer cientific en provocar la facid d’'un clon, al dividir amb un pél, I'ou
d’'una salamandra.

1909, P.Levene, descobreixilaosa

-1929, P.Levene, descobreidiasoxiribosa

1941, A.Jost i C.Waddington, encunyen el termengega genética (de forma més o menys
paral-lela).

1953, Watson i Crick descobreixenDMMA i un de les seves formes, la doble hélix. A més,
C.Waddington, va encunyar el terme epigenéticamat les idees classiques i lamarckianes.
1957, Meselson i Stahl, verifiquen Hgotesi semi conservadogue va ser anunciada per
Watson i Crick. A més Crick i Gamov donen la rédadrcular del DNA, delaminoacids

els proteines.

1966, M.Nirenberg, H.Mathaei i S.Ochoa, descolereicodi genetic

1972, es va crear la primera moleculd®&A recombinanal laboratori.

1973, van tenir lloc els primers experiments eleginyeria genética, en el qué els gens d'una
espéecie son introduits en I'organisme d'una alwmagionen correctament.

1975, D.Nathams, W.Arber i H.O. Smith, van desicais enzims de restriccidet que déna
pas a poder investigar molt més sobre el DNA.

1976 es va fundar a la Genetech, a EE.UU, lagrarempresa d'enginyeria genética del
mon.

1977, es va produir amb éxit una hormona humanm dracteri.

1978, es va clonar el gen de la insulina humana

-1980, la comunitat cientifica arriba a la condugie els éssers vius som la suma dels
nostres gens.

1982, es va aconseguir crear el primer ratolsganic. | a més a meés, inserint el gen de
I’hormona del creixemene la rata en ovuls de rata fecundada.

-1982, es produeix insulina utilitzant técniqueHA recombinat (insulina recombinada).
1986, K.Mullys s’inventa la técnica del PCR, qeenpet replicar gens concrets rapidament i

en grans quantitats. A mes, s’autoritzen les proliagjues de la vacuna contra I'’hepatitis B



obtinguda mitjancant I'enginyeria genética.

-1990, primer tractament amb exit mitjancant lapgexr genica (trastorns immunologics,
metabolics, etc).

1997, C.Venter Clona el primer mamifer, una ovatlamenada “Dolly”.

-2000, Projecte Genoma Humapareix completament sequenciat, el DNA humaj &xo,

falta concretar quins dels seus components sén geims son encebadors, etc.

1.2. ENGINYERIA GENETICA:

Aixi doncs, reprenent el tema anterior, I'engingagenética és el canvi de les caracteristiques
genétiques d’'un ésser per part dels humans paetneun profit. Els usos i les técniques
d’aquests processos, avui en dia, es troben mtdheas i tenen diverses tipologies: poden
ajudar en I'ambit medic, agrari, mediambiental @stigacio i desenvolupament. Existeixen 3

técniques ampliament usades en I'enginyeria gemetic

-Tecnologia del DNA recombinaProcés en el qual un segment de DNA o RNA, és

trencat i posteriorment unit a una altra cadentdea artificial.

-Sequenciacié del DNAconjunt de processos bioquimics que permeten \cdoskss

sequéncies de nucleotids del DNA en ordre, perastepior estudi dels gens i la seva
disposicid intercromosomics i intracromosomicad@00 va apareixer sequenciat el
DNA huma, gracies al Projecte Genoma Huma.).

‘Reaccio en Cadena de la polimerasa (PER)cés per poder obtenir un gran nombre

de copies d’un segment concret de DNA , partinhd’petita mostra.

1.3. EPIGENETICA:
Un cop ens hem endinsat en el mén de la genétiedeénginyeria genética, podem comencar

a tractar el tema principal, I'epigenética o epagn

Per entendre el concepte, exposem un cas reaet’@&ima i el ximpanzé4n troglodytek
Aquestes dues espécies, comparteixen el 99% devdaiisformacio genetica o genoma pero
tot i aixi, com pot ser que aquest 1% ens difeeet@nt dels nostres cosins primats? La

resposta a aixo es troba en el 99% dels gens corAums els ximpanzés i compartim molts



gens, pero s’ha comprovat, que alguns es trob&mtsats” o inactius, tant en els ximpanzés
com en nosaltres. Aixo ens porta a fer-nos la preegu com s’han pogut silenciar aguests
gens? Encara més com aquest “silenciament” de g@ngassar a les generacions seguents
sense ser gaire alterat? La resposta a tot aixda éspigenetica. Aixi doncs parlem
d’epigenética quan ens referim a fenomens quetaceal la seqtiéncia del DNA peroggie

en varien la seva expressio.

Aquest nou mon, va ser encunyat per C.Waddingtaitit{ant els termesepi sobre, i
genética, fent referéncia als gens i les heréneaiéany 1953, usant teories i dilemes classics

i algunes idees lamarckianes. Amb aix0, va arrdanunciar relacions entre els gens i
I'entorn que son produides pels organismes. Ncevdirss més endavant quan es va postular
qgue el DNA es idéentic (a excepcié de mutacionsioees les cél-lules somatiques eucariotes i
gue el DNA i les histones poden presentar partscatiherides a la seva paret. Aquest conjunt
de particules formen part del que anomenem, en it epigenétic. El codi epigenétic, son
les caracteristiques heretables que no venen iaebyper la seqiencia de bases nitrogenades
del DNA; per exemple, les particules adherides MADun plegament especific d’aquest

degut a histones modificades o un canvi en la naasherlectura” d’'un RNAmM.

Com he dit abans, aquestes caracteristiques na vegalades pels mecanismes d’heréncia
del DNA, per0 no obstant passen més o menys regeldra la descendencia. Aquestes
“peculiaritats” son causades perdmbioma(’ambient) o pel nostre mateix organisme i,

posteriorment, son heretades. No obstant aquestegsos presenten dues peculiaritats: sén

reversibles i solen tenir tendéncia a degenenmniuar la seva forca.




2. EPIGENESI

L’epigenesi, com ja hem comentat abans, sén unuobnje fenomens heretables que
modifiquen el nostre fenotip, sense alterar elneagenotip.

Pero, no ens quedem aqui, anem més lluny: Comduoeciaquests processos? Quan es duen
a terme? So6n processos naturals, artificials olles coses alhora? Un excés o un deficit de
processos epigeneétics pot portar algun problemaZteseqiencies de les meves conductes,
fetes al llarg de la meva vida, les passaré a landescendéncia? | si és aixi, fins quan els
efectes es perpetuaran? Es possible una manipdedigpigenética de forma eficient avui en
dia?

En breu ho veurem...

2.1. PROCESSOS EPIGENETICS:
Existeixen varis processos basics d’epigénesi, saguson els més comuns: Metilacié del
DNA, acetilacio d’histones, RNA no-codificant, “Immting” o empremta geneética, i

infeccions per mitja de prions.

2.1.1. Metilaci6 del DNA:La metilacio del DNA és un dels processos epigenanes

comuns, i el primer en ser descobert, I'any 198§uést procés es troba en la majoria dels
tipus d’eucariotes a excepcio dels llevats. Peepedplicar aquest fenomen, cal apreciar una
caracteristica dels enllac@pG de les cadenes de DNA (sobretot en mamifers); sliaces
inestables, per la qual cosa tenen tendencia arcpgtticules i annexionar-les. Aquest és el
cas, dels metils (CH)i que posseeixen les caracteristiques idoniearpaxionar-s’hi. Un cop
annexionat, la molécula passa de ser una citosisar aina 5-metilcitosina (degut a que
s’annexiona al carboni 5 d’aquesta molécula). Atjpescés, pot ser donat tant per causes
artificials o naturals; tot i aixd sempre hi intedra les anomenades DNA-metiltransferases o
DNMT’s (proteines encarregades d’ inserir el grugditn Per fer-nos una idea, entre el 70% i
el 80% de les citosines d’un mamifers, es trobeastat de metilacio (tot i que aquest index
pot variar exponencialment, depenent de quins psose s’hagin de dur a terme).

Curiosament, aquest 70% o 80% de 5-metilcitosieggroben compreses en eles regions no



codificants i al transposons del DNA, pero és dstmament dificil, trobar una 5-
metilcitosina en una area de gens actius.

A partir d’aquestes observacions, es va deduiregagesponsable de la no-codificacio d’un
fragment de DNA. Aquest efecte, és degut a quewgl qetil, impossibilita la unié entre I
pre-RNAm (en formacié) i el DNA; per la qual cosapossibilita al gen, impedint tot el

procés i la seva expressio.

Existeixen dos casos de metilacié del DNA, depedehseu origen i consequencies:

-La metilacié6 de mantenimerés aquella en que les DNMT’s afegeixen el gruglmet

en la part oposada d’on el tenia el DNA mare. Ayeécte, es produeix per mantenir
el mateix patré de metilacio en el moment de lasdvcel-lular, és a dir, mantenint
inactiu un gens determinat a llarg del temps. Usngxe, en sén els espermatozoides,
gue usen una metilacié propera al 100%, per eViapressié genética, fins el
moment posterior de la fecundacio. Un altre exemple son els processos de
diferenciacio cel-lular, en que s’usen metilacioossecutives per “silenciar”’ els gens
no operatius per a un tipus de cél-lula determintit i aix0, tenir la mateixa

informaci6 genética.

-La metilacié de novoés aquella en que els grups metil, s’adhesionepositions

aleatories, i moltes vegades sense haver-hi una erd la divisio cel-lular anterior.
Aquests processos solen ser els que solen setsg@asd’ambioma i després, deriven
en metilacions de manteniment. En aquest cas, emge valid, seria I'exposicié a

toxics o medicaments que afavorissin la metilacio.

2.1.2. Acetilacio d’histonesAquest procés va ser descobert I'any 1964 perliel perd no

va ser ratificat fins els 90 amb la intervencio @eDavis Allis (que va descobrir I'enzim
histona-acetiltransferasa, que s’encarrega d’inggmips etil a determinats punts de les
histones). L’acetilacié d’histones és un procésarassemblant a I'anterior, pero, el canvi es
produeix en les histones, no en el DNA; per la @oah, els canvis que es produeixen, solen
estar relacionats amb el plegament del DNA al moltbaquests i la divisié cromosomica. A

mes, el grup adherit és diferent (és un,@Hlloc d’'un CH).



Els grups acetil, se solen annexionar a lisses i arginines degut a preferéncies
bioquimiques. A més, aquests aminoacids basicdrobgen en grans quantitats, dins el
complex de la histona, prop del 20%.

L’acetilacio, es produeix en I'extrem N-terminalgtrem amino, degut a que és I'extrem de
I'aminoacid lliure). El procés d’adhesio del grugetll a I'extrem N-terminal, és controlat per
I'enzim histona-acetiltransferasa (HAT), ja esmeataeriorment. Aquest procés d’acetilacio
I desacetilacio, juntament amb la capacitat quertdes histones per internar-se en el DNA,
forma un repressor de la transcripcio relativamesuial. Es usual, pel fet que té la capacitat
de canviar el seu grau de repressié. Quan la listsrtroba en estat no acetilat, la repressio
en els processos de transcripcié és total o gaitefaé fet que interromp la formacié de
proteines. En canvi, quan la histona es troba ladati el procés de repressié queda
parcialment alliberat, fet que provoca una mengrassio de la transcripcio (les histones
acetilades sbén repressores menors), i permettiEssie proteines.

Els sistemes d’acetilaci6 i desacetilacié (en auiervé I'enzim histona-desacetilasa, HDAC),
usen les propietats estabilitzadores del gruplgostisilenciar la transcripcio; quan la histona
es troba desacetilada, la uni6 entre ella i el D&Aestable, cosa que fa impossible la
transcripcié. En canvi, quan es troba acetiladaun& entre la histona i el DNA es
desestabilitza i permet que es produeixi la trapsicr.

En les histones, també és pot produir el procéaeatdacio (menys corrent que la acetilacio),

amb resultats similars. També és possible veutertés amb un procés de fosforilacio.

2.1.3. RNA no-codificantEls RNA sén part fonamental de la majoria de processoétigs.

Coneixem I' RNAm el preRNAm I’ RNAt, etc. Pero, qué son els RNA no-codificants
(ncRNA) ? Els RNA no-codificants, son series deleatids, de més o menys envergadura,
que no codifiquen per cap proteina, ni tampoc,ersdbrmar part de la seva sintesi. N’
existeixen molts tipus, pero el que ens interedsa&l SRNA (“small RNA”). El SRNA, és de

petites dimensions i té la funcié de causar elnsilanent de la traduccié en proteines,
provocant una serie d’interferencies.

Al seu torn, de sRNA que intervinguin en el silameent dels gens, hi intervenen 3

subdivisions:
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- Els siRNA (“small interference RNA”): RNA monoeatri interferent de 20 a 25
nucleotids de longitud, especific per la seqiiédelasseu RNAm diana. Es d’origen
bacteria.

- Els miRNA (“microRNA”): RNA monocatenari interiemt de 21 a 25 nucleotids de
longitud, també és especific per la sequéncia eel BRNAmM diana, perd usant el
sistema RNAL.. Es troba en diversos organismesg efis, els humans.

-Els pIRNA (sRNA que interaccionen amb el anomeRa¥l): RNA monocatenari

interferent de 24 a 30 nucleotids de longitud, pugedeix I'expansié o canvi de lloc
dels transposons. A diferéncia que la resta de sRiNisteixen un nombre finit, ja
gue només es produeixen en zones calentes del genBm el procés de
'espermatogenesi, es troben peculiarment actiggitda la seva funcio protectora

davant els transposons.

La majoria dels sRNA tenen la peculiaritat d’'urér-amb una subfamilia de proteines
anomenada “Argonauta”, les qual tenen la capadgaallar bioquimicament el RNAm. Aixo,
unit a I'especificat de nucleotids del SRNA, foraracomplex efectiu i eficient. A part d’unir-
se a la subfamiliargonauta també ho poden fer a la subfamBiaV|.

El funcionament dels tres tipus és relativamentilaimel sRNA, és produit a partir d’'un
filament de DNA i posteriorment processat pels ms&RNAases lllque insereixen el centre
actiu (una proteina Agol, Ago2 o Ago3, en els marma)f Un cop inserit el grup Argonauta,
el complex RISC (complex de silenciament formatAsgonauta més sRNA), ja és format i a
I'espera del seu funcionament (quan trobi el selARNliana pertinent). Un cop adherits al
RNAmM, aquests ja es troben inservibles per a testr@cio.

2.1.4. Infeccio per prionsEls prions o PrP, sén agents infecciosos, formats per pregein

glicoproteines. No obstant, la majoria d’éssersfing hi tot els humans, tenen prions en estat
estable (benigne), que duen a terme diferentesidiusicdins la ceél-lula, sobretot a les
neurones. Tot i aix0 per un procés que encara des@n, passen d’estar estables, a una
postura invasora, formen el que diriem la soca gestod’aquests. Existeixen diverses
hipotesis sobre la formacié dels prions, la mégptatia, perd, consisteix en que les cél-lules
susceptibles, porten un gen que permet la formaeiprions o la modificacié d’algun altre
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sistema proteic per formar prions, segurament pga mialgun procés catalitic. L'activacio
d’aquest gen es produiria per una infeccié d’agupatogens.

Per aquesta peculiaritat, van comencar a ser astugier I'epigenética (n’és un cas
prometedor).

Més endavant, entre el 1961 i el 1971, es va descqge els prions fangics, tenien grans
faccions epigenetiques, degut a que el fenotipcaids pot ser transmes hereditariament,
sense que repercuteixi en el genoma. A més, alfpoise tot els llevats) tenen un efecte
fenotipic, que deixa inactives algunes proteinesn da Sub35, que la seva mancanca,
provoca un augment de la taxa de saltar-se el sodbaturada dels ribosomes, cosa que
acaba suposant una supressio d’algunes mutacioalires gens. Aquest ultim efecte, és la
rad primordial, que les infeccions de prions, ess@erin que tenen factors epigenetics

(juntament amb la seva heréncia especifica).

2.1.5. Imprimting: O empremta genética, és un sistema d’herenciatigerdiferent de la

genetica classicdo mendeliang en que canvia lI'expressio dels gens de formaa@hpa,
depenent de l'origen parental; per tant, en si imat® és un mecanisme epigenetic, siné un
procés. El mecanisme que sol usar, consisteix lencg&r un delsal-lels procedents dels
progenitors, usant algun dels mecanismes epigsnatiteriors; la metilacié del DNA, és la
més comuna.

Els ésserdiploides les cél-lules somatiquedenen 2 al-lels diferents per cada caracter
(cadascun provinent d’'un progenitor diferent emmeiment de la fecundaci6). Normalment,
I'expressio dels al-lels (en els gens autosomigspeexpressar al unison (codominancia), no
obstant, una petitissima proporci6 (al voltant d2186), experimenta un fenomen d'impressié
sobre un dels dos al-lels, el que representa, lqcaracter depen de la informacio d'un sol
progenitor. En aquests moments, el seu funcionam@emntrimordialmenhaploide el que
provoca que la cél-lula sigui debil davant de motecrecessives (essent diploide, gaudeix de
certa proteccid). El gen amb empremta, es complertaanera diferent si és d’origen femeni
o masculi.

Aquest procés, es produeix, com a resposta a laagmminancia, i a la no relacio
dominant/recessiva que solen tenir els gens; és, arddels al-lels, és silenciat per evitar
problemes de traduccié (ja que l'acci6 de les dinfesmacions a la vegada, podrien provocar

danys estructurals).
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Els processos d’empremta, a part de ser heretata (que guarda un gran relaci6 amb
I'herencia epigeneética transgeneracional), tambpogégproduir “de novo” en una generacio
(degut a moltes causes, pero sobretot, causesmtaib)ela qual deixaria una nova empremta

en un altre gen.

Recentment, s’estudien les diverses malalties gdesrper problemes en aquest sistema, com
la sindrome de Prader-Willi lasindrome d’ Angelman

A més, s’estan cursant diverses investigacionsliferents mamifers; ratolins, ximpanzeés,
humans ,etc) sobre la relacio entre I'epigeneticgeneral (sobretot 'empremta genética) i

estats d’estres.
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3. EFECTES TRANSGENERACIONALS DE
L'EPIGENETICA:

Definim com a efectes transgeneracionals de |'epitiea, tot aquell conjunt de processos
que engloben tota la determinacié no genetica detife Aquest concepte pot semblar

bastant complicat, pero és molt possible que jaguiéssim sentit a parlar sota el nom d’
herencia no mendeliana (ja que no es troba soteeie® explicacions de Mendel, en genética
classica).

Dins d’aguest camp, es poden transmetre caracteasés de les generacions, que siguin tant
fisics com de caire psicologic i de comportamermt.ddstant, encara no coneixem del tot tots
els mecanismes que permeten aquesta heréncia,epecteu que ha d’estar intimament

relacionat amb les gametes hi han de ser invokicrat

En l'actualitat, es creu que la millor manera d’ente’n una conclusié és a través de la

biologia molecular.

Aqui, es recullen els casos més tipics o explisatjue permeten una bona comprensié dels
mecanismes transgeneracionals i, a partir de fexqb d’aquests, es pot generalitzar per la

majoria de casos semblants.

3.1. INTRODUCCIO:

Per comencar es podria fer un aclariment entretefetansgeneracionals epigenétics i
heréncia transgeneracional epigenetica, ja quar@ dlel temps s’ha usat el mateix terme per
definir coses diferents (en els ultims 50 anysjggtificat ha variat).

En “efectes transgeneracionals epigenetics”, saldarme epigenetica en el seu sentit meés
ampli, és a dir, en el sentit d'incloure els preossque es produeixen per assolir una
determinacio del fenotip no genética (el sentissid I' encunyat per C. Waddington). El

sentit a que es referia, anava meés orientat caplileeenciacio i el desenvolupament (ja que
era un bioleg del desenvolupament, encara que amsbirgeres pel que fa a efectes

transgeneracionals). No obstant, el temps ha demosque, els esdeveniments

transgeneracionals son importants, per exempléodrgia evolutiva (que en els Ultims segles

ha estudiat la determinacio transgeneracional netga del fenotip).
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Aix0 ha format nous conceptes, com aras@t inheritance) herencia no mendeliana|s
efectes parentals la programacio fetalentre molts d’altres que sortira en aquest treball.
Encara que siguin mecanismes molt diferents enise molt complexos (fins i tot, no els
podem arribar a entendre), tots tenen en comu,sqoeuna transferéncia d’informacié no
genetica d’'una generacio a una altra.

Pel que fa a I'heréncia transgeneracional epigeméepodria dir que es refereix a tots els
canvis (nitoticsi/o meioticg en la funcié dels gens que no pot ser explicaaanvi de la
sequencia de bases nitrogenades. Aquesta defascitoba ampliament acceptada, sobretot
en I'ambit de la biologia molecular.

Actualment, podem considerar que hem aprés quetimsnmecanismes epigenétics, com ara
la metilacié de bases o la modificacio de protegrapaquetadores del DNA, tot i que no sén
res mes que les bases de la questié en generatsAamb molts estudis recents, s’ha ratificat

el que ja enuncia la teoria, 'ambioma, modificmes$tre estat epigenétic

No obstant, no és tan senzill com aparenta la rreassd intergeneracional de caracters
epigeneétics, existeixen molts mecanismes per re¢al@eneralment al voltant de I'etapa de
fetus (i evitar estats anormals d’aquests, que i@odorovocar nombroses deficiencies).
Aquests mecanismes, han evolucionat (recordant quadgsevol evolucié és donada per
mutacions pre-adaptatives i una posterior seleccitural) per “esborrar” les marques
epigenéetiques (com legermlines la reprogramacié somatica de la metilacié del DiNde

les proteines de leromating. Encara que moltes d’aquestes marques estigslmofeades”,
sabem que en algdoci (plural delocug, les marques no “s’esborren”.

El mecanisme que nosaltres hem vist que fa referenaquest procés és I Imprimting” (en
mamifers). Aquest procés, no obstant, té una @gsisténcia a la reprogramacio, per tant, pot
ser considerat com a desenvolupament normal i erant de les marques de I' ambioma.
Ara parlarem de la resistencia a la reprogramacamsgeneracional epigenetica i si
s’estableixen marques epigenétigues com a resgedtaccio de I’ ambioma.

Abans de prosseguir, cal aclarir un altre maleatzgiémic referent als efectes epigenétics
transgeneracionals: els efectes epigenetics traasg@onals, no es donen exclusivament per

efecte de I'herencia transgeneracional epigen&iteerencia epigenetica gametica).
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3.2. SOFT INHERITANCE:

L’heréncia mendeliana, és la base de trets estallesolucié d’aquests al llarg del temps a
través de mutacions geneétiques (a les gametesp@®oals, seleccido natural i derivacio
genetica. La lenta reacciéo d’aquebktard inheritanceno és la ideal perque un organisme o
una poblacié pugui prosperar en un entorn dinaroamviant com és el que existeix. Un altre
sistema, més dinamic, flexible, en que les modifmas de la seglents generacions les adapti
al medi futur (Si, efectivament, porta a un distament del pensament darwinia meés purista
a un pensament més aviat lamarckia). Ernst May042®05), va proposar per primera
vegada el concepte doft inheritance per descriure aquest sistema d’heréncia “utopia”.
soft inheritance explica més eficientment quehard inheritancd’adaptacié de les espécies
a les fluctuacions de l'alimentacid, la malaltia,depredacio, etc les quals son practicament
impredictibles i solen durar més d’'una generacio.

La soft inheritance és adaptativa (dins el marc de la biologia ews)t és a dir, que
comporta un benefici per I'espécie que la possedidi propia capacitat que tenen els
mecanismes epigeneétics, per perpetuar (a travdssdgeneracions), patrons d’ expressio
genica relativament estables, i de mantenir la @tgiade reaccionar davant de les marques
del medi, els fa ideals per aquest tipus d’heréncia

Pero, existeix un problema, un obstacle, pel siafeta resituaci6 de les marques
epigenétiques a través de les generacions.

Encara que l'existéncia de koft inheritanceés un fet ampliament acceptat (i existeixen
nombrosos estudis que ho aproven), pero l'opingntdica, encara recela de la seva
existéncia, degut a la seva “polémica”. Aquest@ipata, es deu, a que enslaft inheritance
s’'usen 0 es troben molts rastres de les idees eepes evolucionistes de Jean-Baptist
Lamarck (1744-1829); llurs treballs, anunciaveregl@re darwinianes dels mecanismes de
transformacio de les espécies a través del tenspst liherencia de caracters adquirits durant
la vida d'un organisme (recordem les lleis de Implexitat, de I'Us i el desus i de la propia
heréncia dels caracters adquirits). Segons les sdges, el propi medi a qué estava exposat, i
les accions directes de I'organisme, contribuigivament en la transformacio (la qual era
heretada pels seus descendents). La teoria larane;perd, posseeix un error gravissim: la
no distincié entre ledinies germinalsi somatiques(correccid aportada al S.XIX per
Weismann). Aixi doncs, arribariem a una “paradoXadm podria 'ambioma, induir canvis

epigeneétics somatics en llinatges, i ser transmadagermline(o linia germinal) ? (NOTA:
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el moment en que es separen les linies germindsds tdixits somatics, canvia en cada
especie). En el cas dels mamifers (on es trobaemeérg huma), lesél-lules germinals
primordials (PGC), deriven en épiblasti es presenten, després, eméstrulaciq el que es
tradueix com a “poc temps” per a dur a terme aiters epigenétiques incloses a les linies
germinals. En les plantes, aquest periode és nédtlax, el que permet una clara superioritat
sobre els mamifers, davant la possibilitat de pet#soft inheritance

Cal, pero advertir, que en aquest treball i elss dsamolegs, es tenen en compte les idees
Lamarckianes, no tots els seus preceptes; perdargpdran observar elements mendelians,

darwinians i lamarckians.

3.2.1. Efectes parentals adaptatius en mamifereymans):

Existeixen diversos casos entre els vertebratdiesmt en els mamifers. L'exemple més
il-lustratiu (i potser més representatiu) é€s l'ddejd transgeneracional epigenética dels
ratolins comunsnius musculysenvers estats d’estrés. Aquesta resposta defe(str a la
supervivéncia de la seglent generacio) és traneda pare a la descendéncia.

En periodes de temps en que augmenta I'estresreedtl com quan hi ha un gran nombre de
depredadors (en periodes de temps prolongat pgvefanca de vida de I'especie) hi ha
menys temps per que la progenitora els cuidi degpekpart, llepant-los, evitant problemes o
deficiencies en els primers moments de vida ded&sxom la ceguera transitoria.

Baixos nivells d’aquestes cures especifiques epriegeres setmanes de vida, produeix que
les cries siguin més temoroses i receloses deéseun. Segons la teoria, és aquest estat, el
gue permet que les cries tinguin un estat d’alsetai permanent, més bo que el dels seus
progenitors, el que els hi pot permetre tenir méssibilitats de sobreviure, en contraposicio
amb les cries amb una cura més especifica enueseseats primerencs de vida.

Aquests trets adquirits en les etapes joves deydiisme, les arrossegara tota la seva
existéncia, i també les transmetra a la seva ddéoera, perpetuant la tendéncia.

Aix0 es pot corroborar si efectuem la seguient pmeaperiment:

Tenim dues progenitores (A i B). La progenitoraéAa tendéncia de donar gran atencio a les
seves cries, mentre que la B té la tendéncia a@mttzes dos femelles tenen descendéncia. Si
intercanviem una cria d’A amb una cria de B (Aba Bspectivament) poc després del part,
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les cries, després del periode adopten el tipukem#encia a I'estres que les seves mares
adoptives.

Després d’aquest petit experiment, podem conclayue, efectivament, I'efecte matern en
I'adaptacié és un procés epigenetic (en un semiidi pero no gametic.

Un element a destacar en aquest tema, és que démaobert multiples aspectes del
mecanisme, cosa que ha demostrat que és un peatésgent complex que involucra diversos
elements, com la conducta, la fisiologia, els el@meel-lulars i diversos esdeveniments a
nivell molecular.

Per tant, les modificacions epigenétiques dels etsnque regulen alguns gens rellevants
(per aquest cas) han estat detectats i identificats

Les respostes a I'estrés en els mamifers, estarvimjudes pel sistema o dypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA), que es troba conformat per I' hipotalempituitaria i la glandula
adrenal i hi esta regulat per les hormones glutcodles.

La disminucio d’aquesta temencga per les altes aeda mare en els ratolins és el resultat de
I increment del nombre de receptors dgucocorticoidesi serotonina (monoamina
neurotransmissora) en I hipocamp i el Sistema MerCentral (respectivament).

L’augment del nivell serotoninic (nivell de seratwes), comporta l'activacié detAMP
(andenosina monofosfat ciclica) i un augment depfessié dels factors de transcripcio dels
factors de creixement nervids, factor induit pepristeina A (NGFI-A). L'augment de la unié
entre NGFI-A i el gen promotor del receptor gluaticoidal (GR) és associat amb la
metilacio del gen del DNA, l'acetilacio de les bises i 'augmenten de I'expressio dels GR.
Aquest augment de I'expressioé per la seva bandaafonés GR a lhipocamp Les marques
epigenétiques apareixen per mantenir I'estat deitessio dels GR per la resta de la vida del
ratoli (evitant trastorns).

En resum, el comportament de la mare envers la(leriaeva cura i proteccio), ha fet que
aguesta Uultima segregués determinades substamgiesen cadena, han canviat i fixat
epigenéticament el seu comportament per la reska seva vida.

Per provar dit experiment, s’han inoculat hormaglasocorticoides en els primers dies abans
(al uter) o després del naixement, de mares queesien molta atencio a les seves cries. El
resultat obtingut va ser que els ratolins que enaehavien d’estar adaptats a un medi més
hostil no ho estiguessin.
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No només l'augment de depredadors fa que es pradusilaptacions al medi, sind que un
altre factor molt important, és la disponibilitdaldment, com succeeix en el genere huma

(programacio fetal).

3.2.3. Programacio fetal en el génere huma:

La programacio fetal és un terme usat de forma eadinsa per descriure amplis efectes
permanents en el medi experimentats per fetusnateu

D. Barker, va informar que el pes del nad6 erarsarment proporcional al risc (en la etapa
adulta) d’hipertensio, malalties cardiovasculaggabetis de tipus 2 (Qquan menys pes a I'hora
del naixement, més possibilitats té de patir etaja adulta, algun d’aquests trastorns).
Aquest efecte sembla accentuar-se si I'individa dsn alimentat després del naixement,
degut a I'efecte advers que s’esdevé de mantenidigia massa rica energéticament del que
el teu metabolisme esta preparat per dur a termadaest cas, la modificacié epigenética,
modifica I'expressio de metabolisme de I'individu).

Degut a aquestes observacions, Barker diu quefedtes adversos que succeeixen el fetus
quan encara és dintre I'ter, indueixen elemensgips en el fetus.

Les respostes (metaboliques, cel-lulars i psicoléas) es creu que representen una adaptacio
produida pel fetus, per preparar-se per la vida etsl.

Aquesta hipotesi és coneguda ctira thrifty phenotype hypothesis’ hipotesis del fenotip
estalviador. Segons dita hipotesis, 'augment aekisténcia dels nivell d’insulina en els
descendents de mares que haguessin patit fam éomdres embarassades francobelgues i
russes durant la Segona Guerra Mundial o les neanbarassades d’origen jueu en I'época de
I’'holocaust) enlloc de ser una consequéidien ambient amb poc recursos, és en realitat, una
resposta defensiva del fetus per aconseguir ceatrdage en el futur (i tenir més possibilitats
de sobreviure).

Que un organisme, posseeixi una resisténcia aldifa, provoca, una major conservacio de
I'energia i una reduccio del creixement somatiadtiit en deficiencies de l'altura, aspecte
raquitic, etc), per permetre a la descendenciamitlar capacitat de sobreviure davant d’'un
entorn amb mancanca d’aliment. No obstant, aqdiestecés negatiu, quan les concentracions
d’acids grassos (element principal dels lipids eixgs), insulina i glucosa en el plasma

sanguini esdevenen elevades, a causa d'una alio@nt@ulent. Aquesta hipotesi, €s
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argumentada per proves fetes als descendents aeales embarassades que van patir gran
periodes de fam, com Hhivern de la fam holandegd944-1945) i el setge de Leningrad
(1941-44).

Un element curios del cas és que els descendengsicher cas, si abans de néixer estaven
lleugerament mal nodrits, van donar lloc (en I'etaglulta) a persones amb intolerancia a la
glucosa; cosa que no va succeir en el segon casspudi.

Aquest sistema de defensa, pero, només va repaeserd utilitat a la ciutat de Leningrad,

degut a que, a diferencia d’Holanda, la fam va don@it de temps a posteriori.

A part de les teories de D. Barker, no és segels®fectes post natals d’embrions mal nodrits

va ser o una adaptacié o una anomalia en el crexem

La programaci6 fetal humana, a part de poder saraféravés d’'una generacio, també es pot
donar a través de multiples generacions.

Aquest nou concepte, ha estat, i encara és exteenead dificil de rastrejar i identificar,
degut a que els registres fenotipics, a travesvaesgs generacions, no s’han recopilat, i més
a més, hi ha diversos factors geneétics i ambiemfaé duen a la confusid. Per aquesta rad
existeixen pocs treballs d'aquest ambit. Aquesserael cas de I'estudi dels efectes de la fam
holandesa, fet per Barker, en que tot i que va seguir dades suficients per I'estudi, va
acabar desestimant-les (degut a la dificultat pesurar el pes del fetus ja que es mesurava de
forma indirecte, ien aquell moment, el metode efeceknt).

Altres treballs, han demostrat que l'alimentaci@nd persona pot arribar a influir en el
fenotip de la segona generacié posterior (els nEtdyteixen grans registres d’aixo en una
poblacié suecaiferkalix) que relaciona I'augment o disminucié d’alimentsbala mortalitat i

el risc de malalties.

3.3. EFECTES EPIGENETICS TRANSGENERACIONALS NO ADAPTATIUS:

Fins ara, els diferents exemples que s’han doraesepigenetica transgeneracional, tenen,
com a factor comu, el concepte de resposta adaptatimedi i generalment, els estudis,

portaven una gran carrega de la psicologia del cotament i biologia evolutiva). Existeixen

molts altres exemples que no impliquen a la fotgpakicio del concepte adaptacio, com
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I'herencia transgeneracional gamética d'un estageegtic, d’'un transgen o al-lels
paramutats.

En la majoria dels casos, el fenotip heretat, solperjudicial per a I'organisme receptor.
Realment, desconeixem moltes coses d’aquest camp.

Un altre fet interessant, és que la majoria d’apuefectes, sén degradatius, és a dir, que amb
el pas de les generacions, a part de diluir-seutaci® (com en I'herencia mendeliana) la
poblacid, també perd eficacia, fins que arriba untgen que el procés és invertit. Aixo és

degut a que la caracteristica principal de qualssavi epigenétic, és la seva temporalitat.

3.3.1. En mamifers (no humans):

Els efectes trangeneracionals no adaptatius (enifer@nson els casos més nombrosos i clars
del tema; degut a que socialment sGn més senahsethdre.

Existeixen diverses vies en que es poden dur eetaaquestes sén les més senzilles:

-L’accié de transgens i analisi comparativa dakfgls estable€n el cas denus musculys

s’ha comprovat que les Uniques diferencies fermigs entre dos individus identics
(genotipicament identics), son els nivells de raeid dels seus epial-lels.

Molts d’aquests al-lels han estat descoberts iogits, com els al-lels que modifiquen el
color del pelatge denus musculugAvy i AxinFu), encara que siguin gens lligats. usgts
canvis en “l'aspecte” del pel, s6n controlats palgells de metilacié dels al-lels. Aquests
canvis, podriem dir que posseeixen una certa “mi@fhque els permet transmetre aquest
caracter a través del seu llinatge.

La memoria transgeneracional d’aquests estats mgtige, implica I'heréncia gametica
epigenética i pel que s’ha observat la marca trasamo és la metilacié de bases.

Pel que fa a I'acci6 dels transgens, el mecanismeeuga per produir el canvi és 'empremta
genetica (a diferencia dels epial-lels, que usesistéma de nivells de metilacié). En els
mamifers, més d’'un centenar de gens (heretats pdgbkss) son regulats per I'empremta
genomica.

Se sap que els transgens tenen caracteristiquesgergeracionals, pel fet que es donen
“irregularitats” en la mecanica dels processos @emta genética (és a dir, gens, que per
bona compatibilitat no haurien de ser metilatshanger ser-ho).
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La naturalesa d’aquestes “irregularitats” segueolt imcerta; és una area d’estudi amb poc
desenvolupament.

-La resposta davant una radiacié ionitzant lleucnlerada: S’ha observat que la irradiacio

d’elements ionitzants (generalment raigs X) de #oidleu 0 moderada (si fos més intensa
provocaria la mort del subjecte) provoca un augrdentindex de possibles mutacions en la
descendeéncia del subjecte, el que ens porta arpgunsa’alguna manera aquesta propensio al
canvi és “recordada” a traves de les generaciomsgense modificacio expressa dels gens; el
que ens porta a pensar (de forma indirecte) quietser un procés d’herencia de epigenética
transgeneracional.

Tot i aixi, com en el cas anterior, I'epigenéticia ibiologia molecular, encara sén ciéncies
massa joves i inexplorades, com per poder treurelesions d’aixo, per tant, com funcionen
aquests mecanismes d’heréncia encara segueixegpec

-L’exposicié materna a productes quimic'&xposicidé de productes quimics (com ara agents

cancerigens, elements endocrins, toxines, etchtllaayestacio, pot produir diversos efectes
en el camp de la genetica i de I'epigenetica &sale les generacions.

Existeixen varies substancies quimiques que poadeuiri efecte fenotipics en generacions
futures. Algunes exemples en son: l'aloxa, el ¢odéamida, [I'ortoaminoasotoluol, el
benzopiré, el dietilestilbestrol i vinclozolina.

La gran majoria de mecanismes que ho fan possislajesconeixen, tot i aixo, tampoc
podem descartar que es tractin de I'heréncia denkegenetiques.

S’han dut a terme una série d’experiments amis musculusla vincozolina (un fungicida),

en que després de la exposicid durant el procédetlrminacié sexual, causa una seérie
d’anomalies en els descendents. S’ha pogut compiue els efectes, perduren per linia
masculina durant 3 generacions com a minim. A akafegim que la proporcio dels mascles
afectats era de 9 de cada 10 i que en les linesrimes hi havia abséncia total dels efectes,
suscita que es tracti d'un fenomen d’herencia egitiea gametica.

Aquest conjunt de caracteristiques, van poderesrabertes, degut a I'alt nivell de metilacié
del DNA i l'observacié d’estranys patrons de meiiba(va aparéixer un patré6 anomal de
metilacioé, molt diferent dels marges esperats) ppegseien els espermatozoides afectats pel
fungicida van ser heretats pels descendents d'egjues

No obstant, tot i que el cas va ser estudiat a femsara queden diversos interrogants: com és

que les modificacions passaven a través de lesslfiekimenines sense produir-se cap canvi?
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Els canvis radicals en el patr6 de metilacié, canwan poder arribar a produir? | aguests

canvis epigenetics, podrien arribar a esdevenwisan els cromosomes?

3.3.2 En humans:

La gran majoria dels casos clinics que s’han dodat I'heréncia epigenetica

transgeneracional, tenen a veure amb I'Us de famac

Aquest camp, €s un dels més estudiats, degut @déncia directe que suposa pel genere
huma.

Un exemple n'és l'estudi fet amb l'estrogen simteDES) que s'usa per prevenir els
avortaments involuntaris en dones embarassades.

Les dones que han estat exposades a aquest faenao, més possibilitats de patir un
adenocarcinoma vaginal (cancer de vagina).

Una serie d’experiments amb animals, va demostrara@ segona generacio, efectivament té
més percentatge de possibilitats de patir aqueskatia. Aixo, és degut a que DES, produeix
un gran nombre de canvis en I'expressié génicaisgmie de metilacions del DNA.

Tot i aix0, aquest fet pot ser explicat per alties a part de I'epigenetica transgeneracional.
En aquest cas, el DES, pot provocar danys estalstgreus en el DNA, de manera que
I'efecte transgeneracional, pot venir induit palsors i per tant no es tractaria d’epigenética.
Altres exemples, sbén els relacionats amb el carmpes, ens aporten grans quantitat de
informacio.

Un exemple, n’és el d'un individu amb cancer caltak sense poliposi. El subjecte,
presentava una metilaci6 anomala del DNA i el sieement d’un gen supressor de tumors.
Posteriorment, es va identificar la regié en qidesés va comparar amb la dels germans del
subjecte (tots sans). La regid que el subjectatemgtilada, no estava metilada en els seus
germans.

Gracies a aix0, es posseeixen arguments a favadlifelenciar la mutacié de I'epimutacio
(existeix una teoria que diu que I'epimutacio, reorés més que una consequencia d’'una

mutacio).
En resum, tot i que cada vegada, es té un coneixem&s gran sobre els efectes

transgeneracionals de I'epigenética (proves madesutlades d’observacio i analisi, etc); no

es té tanta informacio sobre I'heréncia dels didci®rs esmentats.
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No obstant, les noves tecnologies i I' interes xaei que suscita aquesta ciencia, permet

aventurar-nos a pensar, que en un futur breu,drigpo tenir accés.

4.PRACTIQUES

Aquest treball, consta d’'una part practica, en dal ges troben tres entrevistes/enquestes,
realitzades a diverses personalitats de I'ambintifie i tecnic, i una practica/tutoria al
laboratori d’Ictiologia genética de la UdG (Univigss de Girona) degut a que séc beneficiari
d’'una de les beques Botet i Sis6 2010 de la UdG.

En aquesta part del treball es pretén aprendngret®diments basics de qualsevol laboratori
de genetica, una série d’orientacions per paripdetonal de la UdG i en les entrevistes es
pretén descobrir I'existencia, les tasques i lemiops de diferents cientifics de diferents

ambits (relacionats amb aquest treball).

Primerament, vaig dur a terme, des del més d’éibslal octubre, una serie de tutories a la
uUdG amb el Dr. Jordi Vifias (departament d’Ictiobbgenetica), el qual em va orientar sobre
les possibilitats de les meves idees i I'aportad#d molts conceptes nous. Un d’aquests
conceptes va ser lI'epigenética. A partir d’aquetinment, es van dur a terme una série de
trobades per concretar el tema (fins arribar adste$ transgeneracionals de I'epigeneética)
degut a qué I'epigenética és una ciéncia molt an@li més a meés de l'aportacié de gran
quantitat de material bibliografic i articles destdibucié Unica entre universitats, vaig poder
dur a terme unes sessions practiques al laboditdtiblogia genetica.

Aquestes sessions practiques van ser portadesa s#mes de octubre (dies 13 i 14) i unes
sessions posteriors que sortiran del termini d’afjireball (mes de desembre).

L’objectiu d’aquestes practiques, consistien erpraentatge dels protocols basics de
qualsevol laboratori genétic (seguretat, contaniinde mostres, etc) i els processos basics de
qualsevol laboratori (fixaciéo de mostres).

En aquest cas, els protocols i processos bastes/eesenfocats, cap a I'extraccio del DNA
d’'una mostra conservada en cloroform o formol (els grocessos més basics d’un laboratori
de genética, degut a que serveix per proporciorzstras per a qualsevol tipus de prova o
estudi que es vulgui fer sobre el DNA).
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En aquesta practica, I'objectiu era extreure irfikteDNA de 12 mostres de I'espedeixis
Rochei(comunament anomenada melva) i permetre la sexseoacio indefinida a -20°C pel
seu estudi posterior. Aquesta practica forma partadinvestigacio en curs, conjunta entre al
UdG i centres diversos de Mexic, Turquia i Equagher; determinar la distribucid i quantitat
del gen estudiat dAuxis Rocheien els diversos marggnética de poblaciohs

La practica es divideix en 2 dies (degut a queteixisin pas intermedi que impossibilita fer el
procediment en un sol dia) i explica detalladanwauta pas que es fa (degut a que és una
modificacio del protocol original) per obtenir |8 mostres.

En el protocol, també es troba implicit, els praceshts de proteccié de mostres, reactius i
molts termes de seguretat al laboratori.

He realitzat diverses fotografies del procés, parsirar el material utilitzat (es troben just
després del protocol modificat d’extraccio del DNAAuxis Rochgi

El protocol original, es troba a I'’Annex (Paging.44

EXTRACCIO TOTAL DEL DNA D’AUXIS ROCHEI (PRACTIQUES)
(protocol pel fenol i cloroform)

Material usat:

-Eppendorfs (1'5mL) més el seu suport pertinent.

-Pinces.

-Bisturi.

- 2 vasos de precipitats.

- Placa de treball.

-Aigua destil-lada.

-Alcohol etilic.

- Micropipetes de 20uL, 100uL i 200uL més puntesrganviables consequents.
-Paper absorbent.

- “Timer”.
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Aparells de laboratoris:
-VORTEMP.

-Vitrina de gasos.

-Centrifugadora.

-Estufa.

Reactius i mostres:

-TENS buffer (lys buffer) (solucio tamp0) (preparat

-Proteinasa K (10mg/ml a -20°C) (degradador despres perd no del DNA que és capag de
degradar-se ell mateix).

- 6 mostres dAuxis Rochefestat larvari), melva.

-Fenol a 25M

-Solucio Cloroform i Alcohol Isoamyl 25 M (prep3arat

-Etanol 100% a -20°C.

-Etanol 70% a -20°C.

-Aigua esteril.

PROCEDIMENTS:
DIA 1:

1. Primerament, seguirem el protocol de seguretata@pulacio, usant bata blanca,
pantalons llargs, sabata tancada i guants de latex.

2. Anem a buscar les mostres marcades (en aquestesas CACO1l St.42,
conservades en formol) i netegem les pinces, bbisplaca de treball usant primer
I'alcohol etilic i després l'aigua (els vasos sd@r petejar el bisturi i les pinces) i
després ho assequem amb el paper.

3. Agafem 12 eppendorfs i els retolem amb el nom d@spkcie i el nimero
identificatori: 1a, 1b, 2a, 2b ...6a, 6b; i elsetasen el suport.

4. Afegim 200uL de TENS buffer a cada eppendorf aminileropipeta de 200 (és
important evitar que entri aire dins la pipeta).

5. Seccionem cada mostra (de la melva) en cap i tfdins la placa de treball), i
col-loquem el cap en els eppendorfs “a” i les aretes “b”, respectant el numero

de mostra (és a dir, en 1la anira el cap de la emdstra 1b la cua de la mostra 1).
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DIA 2:

Netegem el material després de cada mostra, p&r edntaminacié del DNA
entre les mostres (NOTA: els resultats sén noter@gnmillors si quan posem la

mostra a dins I' eppendorf, 'esclafem i trossegem)

. Afegim 30uL de Proteinasa K a cada mostra, canW&npuntes intercanviables

de la micropipeta en cada mostra per evitar comacib.

. Sacsegem, per mesclar bé el Tissue, la Proteinaiséa Knostra i la deixem a

“VORTEMP” (“Shacking Incubator”) a 55°C a 120 RPMND (“overnight”) (de
les 01:15 PM a les 10:05 AM).

. Repetim el procés de seguretat del primer diaenreies mostres de la

“VORTEMP?”, les mostres s’han degradat; preparemnditiana de gasos (degut a
les emanacions toxiques del fenol) i preparem blfé25M). Afegim 220uL de

fenol a cada mostra (seguint les regles de no conézid de mostres) i
centrifuguem en una centrifugadora convencionaamtutO min (usant el Timer)
a 13’0 RPM.

. Mentre passen els 10 min, agafem 12 eppendorfsi lésretolem igual que els

anteriors.

. Passats els 10 min, observarem que a cada eppeidanf produit dues fases.

Separem l'aquosa (superior), que sén 220uL i ralssvassem als eppendorfs
preparats al pas 2 (Seguint la regla de les puntescanviables). Rebutgem la

resta en el contenidor de residus biologics.

. Afegim 220uL de la solucié cloroform i alcohol isogl (25M) i tornem a

centrifugar durant 10 min a 13’0 RPM (usant el Time

. Idem pas 2.

6. Passats els 10 min, observarem que a cada eppesidanf produit dos fases.

Separem l'aquosa (superior), que sén 220uL i mlssvasem als eppendorfs
preparats al pas 5 (Seguint la regla de les puntescanviables). Rebutgem la

resta en el contenidor de residus biologics.

. Afegim 1/10 del volum d’acetat sodic 3M (22uL), gife 2 volums de alcohol

etilic 100% a -20°C (440uL) .

8. Sacsegem i afegim 500uL d’ etanol 70% a -20°C.
. Centrifuguem la solucié durant 5min a 13'0 RPM (usa TMER)
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10.Passats 5min, ho treiem, ho sacsegem (observemégjuma solucié aquosa
blanquinosa) i deixarem la mostra a lI'estufa (anfespecific) durant 10min a
702C.

11.Passats els 10 min observem que la solucio aqtlusawaporat (el DNA es troba
a les parets de I' eppendorf, retolem els epperdarib les dades pertinents (en
aquest casAuxis RocheiCACOL1 st.42, N° de mostra, data, extraccié de PNA

12.Afegir 50 pL d’aigua esteril (aigua amb dos ddations successives, a gran
temperatura i gran pressio).

13.La mostra es pot guardar indefinidament a -20°C.

NOTA: El procés seglient, seria la comprovacio f@gterament ég\uxis Rochéj i el control
de qualitat i puresa del DNA; procés el qual earfd la prova dejjel d’agarosa(un procés
electroforetig. | finalment, si la mostra ha passat el contesl,seqtienciara i amplificara pel

procés PCR, pel posterior estudi del gen o gruggeds determinats.
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VORTEMP (“Shaking Incubator”)

VORTEMP 56

HL d
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Micropipetes

Reactius a -20°C

original eppendorf
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Eppendorfs, suport i Timer.

Dins de la campana de gasos: centrifugadora, puntesppendorfs i suport.




Paral-lelament, durant les vacances d’estiu (ggaaila coneixenca del mén cientific dels
meus dos tutors) vaig poder contactar amb tres getifics d’aqui Catalunya: Francesc
Piferrer, Luciano Di Croce i Juan Antonio Subria@ada cientific, va ser escollit per la seva
gran experiencia i trajectoria en els seus diverao¥s.

Francesc Piferrer, va ser escollit, pels seus teceaballs en epigenética i diferenciacio
sexual en les poblacions de peixos (com ara daifos).

Luciano Di Croce, va ser escollit com a epigenatesttes en la gran majoria de processos
epigenétics i especialitzat en les vies del cancer.

Juan Antonio Subirana, a part de prestar-me mhatdidactic imprescindible, va ser escollit
pels seus amples coneixements sobre biologia matdéagenomica (del DNA).

Tot i aixi, com he comentat, les entrevistes s&preiprimordialment per donar a coneixer
part de I'elit d'investigadors que tenim a Catalar{gapdavanters en bona part dels camps i
estrets col-laboradors amb universitats de pressigangeres).

Durant l'inici del curs escolar, he anat diversegades, a Barcelona per entrevistar-me amb
els cientifics esmentats (Pagina 46) i veure lgesestal-lacions, comentar els seus darrers
treballs, preguntar sobre I'epigenetica en genieed$ seus efectes transgeneracionals i les

seves postures personals sobre el mon cientific.
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5. CONCLUSIONS:

- Tot i que la idea que porta implicita I'epigenatés un concepte relativament antic dins el
moén de la ciencia, no és fins els anys 80 on exya#ria un ressorgiment.

- L'epigenetica explica gran part dels “buits” des Ihipotesis de la genética classica i
vicerversa; per la qual cosa, una combinacié degedeus, pot portar a una hipotesi que
s’'adeqli més a la realitat.

- Em I'epigenética, 'ambioma és el factor més ingrat, sense la seva interaccio amb els

organismes, no existiren la majoria dels tretsrdiss.

- L’epigenesi, no només sbén canvis negatius egditisme, sind que gracies a molts dels seus
processos, les informacions genétiques que posseinmercedeixen unes amb les altes, usant
processos d”Imprimting”. Per exemple si el genéXrtformacio per sintetitzar la proteina Y.
El gen provinent de la mare, té com al-lel domirsamtetitzar la proteina Y a partir de G, i el
gen, té com al-lel dominant provinent del pareadipde H. G i H no poden trobar-se ni
interaccionar mai. Es necessari “silenciar” undals gen, degut a que la informacio entre ells

no pot coexistir ni tampoc tenen una relacio domtnecessiu.

- Els canvis epigenetics, no son permanents, taneszomponent temporal (a diferéncia del
canvis genetics). Tot i aixi poden passar d’'unaegEio a una altre (tot i que el seu efecte és

atenuat).
- En I'ambit dels efectes transgeneracionals, podamsloure que I'etapa més delicada és la
del desenvolupament fetal (normalment el periodevipa la diferenciacio sexual) i els

primers dies de vida (quan I'expressio dels genssté encara del tot ben definida).

- Els factors de I'ambioma més rellevants soéninfiaht, els depredadors, les radiacions

ionitzants, els productes quimics i els transgguoe poden venir fins hi tot d’origen viric).
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- L’estudi dels mecanismes epigenetics es troba avaincat, no obstant, I'estudi dels seus
efectes en les generacions, com afecten a aqudsteseves causes i conseqgléncies, és una

area que millorara amb el temps.

En el terreny practic, els procediments genétsgs) senzills, perd requereixen gran
concentracié i meticulositat, degut a que el factés important perqué un experiment sigui

concloent, és la seva puresa (que no hagi estetroorat o modificat).

- A Catalunya, tenim grans cientifics relacionaid a&ls ambits geneétics i moleculars. També
posseim grans projectes i instal-lacions. Calidersr Catalunya com una de les capitals

cientifiques més actives del mén desenvolupat.

- L’'epigenési, pot representar, més a curt termnilei la genética, una solucio viable per molts
dels problemes (generalment malalties de compayemmgtic o de predisposicié genética) de
la nostra societat. L'epigenesi, en aquest segditrelativament més segura (per l'individu

seleccionat) que la genetica, degut a la seva teaiiab.

- Personalment, I'epigenética, em sembla una deidesies emergents més interessants que
avui dia podem trobar. Realment, dins el meu apdrisonal, seria una bona experiéncia fer
algun altre treball sobre el tema o ampliar mésradas coneixements i aplicar-los en aquest

treball.
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/. ANNEXES

7.1. GLOSSARI:

- Al-lel: Cada una de les informacions genetiques (iguat®)que té un organisme per un
gen determinat. EX: els diploides, posseeixen Zl[sade gens aparellats (cromosomes
homolegs) que posseeixen en un locus determirmatriatidé per un mateix caracter (que pot
ser igual o no).

- Ambioma:Conjunt d’elements o factors no genetics, que ¢awaln individu i condicionen
la seva existéncia. EX: aliment, clima, depredadoralalties, contaminacio, etc.

- Aminoacid:Molécules amb un extrem carboxil (COOH) i un extaamino (NH2) enllacats
a un carboni asimetric, amb un hidrogen i un radlidare en els enllagos sobrants. La unio
de molts aminoacids, formen proteines. Existeix®ntigus d’aminoacids per fer les
proteines, els aminoacids essencials. Es dividefgegons la tipologia del seu radical) en
polars (sense carrega), apolar (sense carregaxateega positiva i de carrega negativa.

- Argonauta: Familia de proteines, relacionada amb el silenciatrée gens per mitja de la
unié amb grups RNA.

- Arginina: Es un dels 20 aminoacids proteics que formen lesefmes. La seva funcié
principal esta relacionada amb I immunologia i atabsintesi de leucocits.

- Auxis Rochei:També anomenada melva o tintorera, és un peix t&ala familia de els

tonyines i dels barats, que es troba a tots elssmaceans de la terra a excepcio de l'artic i
antartic. Es apreciat pel seu valor culinari.

- CAMP: Referéncia a la forma ciclica AMP (adeninosina ofosfat). Es un mononucleotid
capac¢ d’'emmagatzemar energia en els seus 2 enlestess lliures (passant a ADP i ATP si
en tenen ocupat 2 o 3 enllacos).

- Cél-lula_somaticatJnitat basica i estructural dels teixits i els orgad'un ésser. Son

somatiques tot el conjunt de cel-lules del noste & excepcié del es reproductives. Les
cel-lules somatiques provenen de les cél-lules ohanant el desenvolupament embrionari. A
partir del procés de determinacio i diferenciaciél-tular, es passa d’'una cel-lula mare a un
somatica.

- Cél-lula germinal primordiaGran cel-lula diploide esférica, que es formen leprecés del

desenvolupament embrionari i que és precursorag®Vogonies i espermatogonies.
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- Codi genéticConjunt de normes per que es codifica I informagéhetica (ja sigui RNA o
DNA). En el codi genétic existeixen 5 bases nitnages diferents: Adenina (A), Timina (T),
Citosina (C) i Guanina (G) en el DNA i Adenina, dilgU), Citosina i Guanina, en el RNA.
Dites bases s’aparellen A-T / A-U / C-G. Cada trases nitrogenades, s’anomena codo, i és
capag de codificar per mitja del RNAmM i RNAt unrazacid d’'una proteina.

- CpG:Abreviacié per anomenar un fragment d’acid nuckeicque es trobin una citosina i
una guanina contigles, enllacades per un acid fasfo

- CromatinaConjunt de DNA,histones i proteines no histonigyes es troba al nucli de les
cél-lules eucariotes. Es on es troba I' informag@hética. La cromatina, pot posseir diversos
estats de plegament i complexitat (ordenats de meenwajor): hebrea en doble hélix, hebrea
en forma de “collar de perles” , cromatina en preai cromosoma. Existeixen 2 tipus de
cromatina, I' heterocromatina (quan la cromatina &eba condensada i no es pot dur a
terme la transcripcio) i I'eucromatina (quan la enatina es roba menys condensada i es pot
dur a terme al transcripcio).

- Desoxiribosa:Monosacarid (glucid) de cinc atoms de carboni denperdua d’una atom d’

oxigen en al posicio 2. Es el gltcid estructurdl DBIA.

- Diploide:Dit dels éssers o de les seves cel-lules que prssezdotacions cromosomiques,
normalment, una de cada progenitor.

- DNA: Acid desoxiribonucleic. Té la funcié de contenitatd informacié genética d’un
organisme. Esta compost per les bases nitrogenaeesicid fosforic i per desoxiriboses.

- DNA recombinantEs creat per mitja artificial, unint DNA especificun organisme amb

DNA propi. Aguesta practica se sol dur a terme eedis d'investigacid pe dotar a
organismes amb caracteristiques foranes. També&tessar per crear proteines o hormones
recombinats (normalment a partir de bacteris) darmsulina recombinant.

- Eix_hypothalamic-pituary-adrendtix constituit per I' hipotalem, la glandula pitaria i la

glandula adrenal que és la base del sistema neuwuloan
- ElectroforesisTécnica de separacio de molécules que usa la dié&éde mobilitat en un

camp eléctric de dites molécules. Es un dels sestamés usats en el moén cientific, sobretot
en totes les branques de la biologia. Com a supstpot usar una superficie solida o en
forma de gel.

- Enzims de restriccidEnzims, amb al capacitat de tallar les hebrees d¢ADper llocs

especifics. Degut a aquest propietat, son moltsusatel camps de la biologia genetica. Els
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enzim de restriccio, son propis dels éssers protesi i els usen com a funcié defensiva
(evitant que material genétic extern no desitjateifereixi en propi).

- Epial-lel:Sén aquells al-lels, que es diferencien entrepellseu grau de metilacio.

- Epiblast:Una de les cel-lules presents en el moment desauacio, del desenvolupament
embrionari. En un futur donara lloc al ectodermaésoderma.

- FenotipEs I' expressié d’un genotip en un determinant ambi

-_Gastrulacié:Fase inicial del desenvolupament embrionari, onfasnen I' endoderma,
mesoderma (només ne algunes especies) i exodermsprd3, esdevé el procés de
organogenesi (formacié d’organs).

- Gel d'agarosaGel format pel polisacarid de galactoses alfa taheque conformen I

agarosa. Aguest gel es pot obtenir en sintesii@gifo de I'extraccio d’algun tipus d’algues
(és extret del agar-agar). Aquest gel, és utilitzaiin a base per a un proceés electroforetic que
combinat amb el bromur d’etidi, ens permet obsersiadeterminades mostres de DNA es
troben en bon estat com per aplicar-hi processoB@R.

- Genética classic#proximacio a la geneética, que no utilitza la bigien molecular com a

medi d’explicacio, siné usen I' analisis i la prdbbtat. Les lleis de Mendel entren dins
d’aquest camp.

- Genética mendeliansin. Genética classica.

-_Genotip: Es el contingut de tota I' informacié genética d'umdividu. EL genotip o
informacio genetica, junta,

ment amb I'ambient, forma el fenotip (caracterisgég observables).

- Germlinessin, Linies germinals.

- GlucocorticoidesHormona d’accidé contraria a I’ insulina en el re@rsguini, és a dir,

dificulta I'accés de glucosa dins de les cel-luleambé ajuda en el procés metabolics dels
lipids i proteines. El cos huma forma 3 glucocaities diferents: el cortisol, al cortisona i la
corticosterona.

- Haploide:Dit de les cel-lules o organismes amb una soladi@teromosomica. Provinent
exclusivament de la progenitora.

- Heréncia mendelianain. Hard inheritance.

- Heréncia no mendeliansin. Soft inheritance.

- Hipocamp:Part o zona cerebral que esta intimament relacioaatb la memoria, la

percepcio espacial i la inhibicié de conductes.
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- Hipotesi semi conservadondipotesi formada per Watson i Crick sobre la repticd del

DNA. Aquesta anuncia que a I'hora de duplicar-s®BIA, es separen les dos hebrees i els
nucleotids del medi, formen els brins complemesitddrmant d’una cadena de DNA, dues
cadenes de DNa en que cada una té un bri de DNK ‘tvein de “nou”.

- Hormona del creixemerttormona molt complexa llur informacié ve de 5 gdiferents del

cromosoma 17. Només s’expressa a la pituitaria ¢adrolada per un estimul. L’hormona
del creixement, permet el creixement exponenciabda I'etapa infantil i adolescent. A la
maduresa segueix essent de gran importancia.

- Linies germinals:Linia cel-lular, en que es formen les cél-luleaiats (gametes) per mitja

de la meiosi. Només es produeix en els éssers gpnbduccio sexual.

Linies Somatiquestinia cel-lular, que forma els teixits i organ®lsl éssers vius,

procedents de cel-lules mare formades durant elgwale desenvolupament embrionari.

- Lisina: Un dels 20 aminoacids proteics que formen lesginas. Té una gran funcié com a
fixador del calci, per la qual cosa ajuda a refestreictures danyades i a més, té una gran
importancia en al sintesi d’hormones, anticosseszims.

- Locus/ LociPosicio o lloc fix d’'un cromosoma.

- Meiosi: Una de les dos vies de reproduccié cel-lular. Bnesta, es passa d’'una cél-lula
diploides (2n) a 4 ceél-lules haploides (n), perjande dues divisions consecutives. Es un
procés continu pero per estudiar-lo el dividim €mnofase |, Metafase |, Anafase |, Telofase I,
Profase Il, Metafases Il. Anafase Il, TelofaseRrofase Il. En la Profase | es duu a terme un
procés especific anomenat recombinacio geneticages els diferents cromosomes, s
'intercanvien gens, per augmentar la probabilita dassar un gen determinat a la seguent
generacio.

- Mitosi: Altre via de reproduccié cel-lular. En aquestapassa d’'una cél-lula diploide (2n)
a dos cel-lules diploides o (2n). El procés és inontperd el dividim per a I'estudi en:
Profase, Metafase, Anafase, Telofase. En aquesiahsha recombinacié geneética.

- Mus musculustatoli comd.

- Omnis cellula ex cellul®el llati, significa tota cél-lula prové d’'una adtrcel-lula.

- Pan troglodytes<impanzé comu.

- PIWI: Conjunt de proteines (provinent d’un sistema desgennom homonim) que es troben
intimament relacionades amb la diferenciacié c&rlu amb I’ estabilitat de al divisio

cel-lular (concretament la meiosi).
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- Pre RNAmM:En els organismes eucariotes, en el DNA, es tradoeres de DNA espaiador
(introns) i zones en que hi ha gens que codifiqpesrproteines determinades (exons). El pre
RNAmM ha fet un “motlle” d’ intons i exons, per0 aecessari que faci un procés de
maduracié cap a RNAm i que perdi els introns.

- Prié: Glicoproteines patogenes, que solen transmetr®lggies del sistemes nerviés
central. Els prions, igual que els virus, no es sidaren éssers vius. L’ infeccio, ve per la
ingesta. Els prions provoquen els seus simptonmsnalant-se i desnaturalitzant-se en les
zones del Sistema Nerviés Central.

Projecte Genoma HumaProjecte internacional, impulsat per Craig Venteamb

I'ambiossio de sequenciar totes la bases nitrogesatkl DNA huma, determinar-ne tots els
gens i anar trobant les seves funcions. L'any 2088€,van acabar el primer proces;
actualment es fan avancos sobre el segon i tercer.

- Radiacio ionitzanfTotes aquelles radiacions ambla capacitat d’alldneels electrons de la

matéria radiada (ionitzar-la). Exemples en son pesticules alfa, beta, els raigs X i els
gamma. Son altament energeétics, per la qual cosagcegtes quantitats son nocives pelsl
éssers vius.

- RibosaMonosacarid de cincs atoms de carboni que fornra gstructural del RNA. A més
també contribueix en la sintesi d’altres elemeotsn els nucleotids: ATP, GTP, ADP, AMP,
etc.

- RNA: Present en cel-lules eucariotes i procariotes, fmt la funcié de contenir la
informacio genética, pero el més ocurrent és geeftancions relacionades amb la sintesi de
proteines. Esta constituit per nucleotids (fornwasel sucre ribosa, acid fosforic i les bases
nitrogenades pertinents). Existeixen diversos tigge&dNA, que es diferencien en estructura i
per tant en funcio.

- RNAases lllEnzim relacionat amb la sintesi d’ RNA.

- RNAm: Tipus d’ RNA, encarregat del procés de transcdpfuan el DNA és separat per
la DNa-polimerasa, es forma el pre RNAm o directainie RNAmM adherint-se al DNA i
formant codons codificants (triplets de bases). @& el RNAmM es situa entre les dues
subunitats dels ribosomes i alla, juntament amiRBIAt, descriuen l'ordre i posicié dels
aminoacids de la proteina determinada (procés dduccid). El codi genétic posa en relacio
el triplet de bases del DNA i 'aminoacid resultant
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- RNAt: Tipus de RNA (en forma de fulla de trévol), enegat de captar un aminoacid i
col-locar-se al ribosoma tal com indica la relacéitre el seu anticod6 (triplet de bases
complementari al codd) i el codo del RNAm.

- Serotonina: Monoamina neurotransmissora. Aquest neurotransmis$a la funcio
d’inhibici6 de les conductes seglents: ira, agm@ssiomit, son, temperatura corporal,
sexualitat i gana. La serotonina és segregada nit@jaament al sistema nervids central.

- Sindrome d’Angelmanyalaltia causada per la delecié del cromosoma e causa un

retras en el desenvolupament, dificulta la parlapljemes de coordinacio i equilibri, i és
caracteristic un estat permanent d’alegria (o apw@ d’aquesta, degut a que sempre estan
somrient o rient). Els pacients sén faciiment altges.

- Sindrome de Prader-Will8’origina per diverses lesions del cromosoma 15igém patern,

I causa 0 dbona propensio a la obesitat, a I'estatbaixa, alteracions en la parla i en la
formacié i maduracio de cel-lules sexuals.
- TransgenDit que qualsevol gen no original d'un ésser. Agaawigracié pot ser a de

causes naturals o artificials.
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7.2. PROTOCOL ORIGINAL DE L'EXTRACCIO DEL DNA D'UNA MOSTRA
CONSERVADA EN FENOL O CLOROFORM:

Total DNA isolation from animal tissue

Phenol / Chloroform / isoamyl alcohol protocol

General Material needed

Gloves

Sterile water

Sterile microcentrifuge tubes, 1.5 ml

Sterile tips.

Microcentrifuge tube racks
Ice and Ice cubet

Timer

Permanent marker

Lab notes

Waste disposal

Vortex

Microcentrifuge, refrigerated

Parafi

Specific material

Disruption and homogenization from conditions
Homogenizer pestle

TENS buffer (Lysis buffer) To be prepared RT
Proteinase K To be prepared 10 mg/ml {20
Incubator or water bath 50

Isolation of total DNA

from

Storage conditions

25:24:1 (viviv) phenol/choloroform/ isoamyl

alcohol

4°C
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absolute EtOH AT

3M sodium acetate (pH 5.2) RT
70% EtOH -20C
Key points:

* The starting tissue can be either ethanol or frqgzeserved. Good DNA has also been
successfully extracted from dried tissue (e.g.dfie clips)

* O/N lyses step is recommended. Be Prepared acgbydin

PROTOCOL
Disruption and homogenization of the tissue
1. Warm the thermoblock at 85

2. Place the tissue on Ice, and in a 1.5 ml epperattdf600 ul of lysis buffer for with
100 mgr of tissue.

3. Homogenize for 1 min with th&olytron or pestle until the sample is uniformly

homogeneous

Note to avoid sample loss, the homogenization aflsmlume samples is better
done using the “pestle” in 1.5ml eppendorfs. On ttber hand, better

homogenization is done in 15ml tube with rounddott

4. Add 20 -30 pl of Proteinase K and incubate the dar@gN at 55C.

Note Better results are obtained with gentle shgkisse the shaker and incubator.

Amount of Prot K depends of the tissue hardness.
Isolation of Total DNA

5. Add an equal volume of phenol/choloroform/isoamidolol. Invert tube several

times.
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6. Centrifuge 10 min at maximum speed (14 — 17 000 Q).

7. Transfer the aqueous (top) layer to a new tub. et its volume and add 1/10

volume of 3M sodium acetate and 2 volumes of 10@%arwl (cold, —28C).

8. Centrifuge 10 min at maximum speed (14 — 17 000 Q).

9. Rinse the pellet with 70%. Decant ethanol and @irtide pellet

10.Resuspend DNA with sterile water. Shake gentlyoanr temperature or at &5 for

several hours to facilitate solubilization.

11. Store indefinitely at -2

Note the purity and quantity of the DNA can be &kddy both spectrophotometer
and agarose gel

TENS buffer (lysis buffer)

Source: Current protocols of Molecular Biology. Ra?.2.2
Use: Lysis buffer for DNA extraction

Final volume 100 ml (adjust quantities for otheturoes)

100 ml Final concentration
NaCl 5M 20 ml 100 mM of NaCl
Tris-HCI 1M (pH 7.5) 1mi 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
EDTA 0. 5M (pH 8) 5ml 25 mM EDTA (pH 8)
SDS 05¢g 0.5% SDS

Add deionized HO to a final volume of 100 ml

Tuesday, February 07, 2006.
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7.3. ENTREVISTES:

7.3.1. Entrevista al Dr. Francesc Piferrer , Institit
de Ciencies del Mar (ICM) (16/09/2010)
Adaptacio:

Que és el que el va engrescar a ftreballar

I'epigenética? Més que endinsar-nos en |

epigenética expressament, va sorgir com una de . S
possibles respostes al nostre projecte. Teniensaria de problemes en la nostre teoria, i d
'un “stage” que vam fer al Montseny; en va sortmm a una de les solucions (que per el
moment ens ha portat a bon port). Aguest proje@kacionava els peixos i la seva
diferenciacio sexual (més endavant si vols en panfg.

- Quina ha estat la seva trajectoria professiovaid llicenciar-me en Biologia per la

Universitat de Barcelona, fer la tesi a Canada spi€s de dues estancies postdocorals a EE.UU.
vaig entrar al CSIC. Actualment s&rofessor Consell Superior d’Investigacions Ciequiés a
I'Institut de Ciencies del Mar (Barcelona), cap dékup de Biologia de la Reproducci6 i
coordinador del Grup de Recerca Consolidat de laé&alitat de Catalunya anomenat “Grup de
Fisiologia i Genomica de PeixosDoctor en Biologia i Tecnic Superior en Aquicultutambeé
s6c Membre del Consell Directiu de la Societat @ata de Biologia, filial de I'Institut d’Estudis
Catalans.

- Quins so6n els seus darrers trebafs& tenim alguns treballs en curs, perd primer @od

parlar del anteriorment parlat.
Que fa que un animal, sigui mascle o femella (iedelentment de I'animal que sigui)? Son
dos conceptes diferents:
*Determinacid Sexual (s'estableix el génere): Eseguda com el conjunt de processos i
mecanismes que estableixen un genere. Com per kextampformacié genetica i I'entorn
(ambient). N’hi ha de dos tipus:
*La genotipica: Determinacio en la qual el génesém definits exclusivament per la
informacio genética que porta I'individu des delment de la fecundacié. En el regne
animal, hi pertanyen tots els mamifers, totes les (@nimals de sang calenta, el que

a7



els representa una independéncia del clima del antpi alguns reptils, la majoria
d’amfibis i la majoria de peixos.
*L" ambiental: Determinacié en la qual els genergdn definits exclusivament per
d’interaccio de I' ambient amb I'organisme. La grarajoria de reptils, alguns peixos
i amfibis usen aquest tipus de determinacio.
*Mixte: A més, la determinacié també pot venir matida pels dos mecanismes a la
vegada, en més o menys intensitat. En aquest blentfarien molts reptils, alguns
peixos i amfibis. En alguns casos, tot i que ek gaxes trobi determinat, per causes
de I' ambient, es pot produir un canvi en el sexfipic (diferenciacioé sexual).
En els humans, existeix un grup de gens (Sri),dgeenen si es troben en estat de
latencia o activat, 'organisme acaba esdeveninhdla 0 mascle respectivament
(aquesta activacio, te base en I’ ambient).
*Diferenciacio Sexual: Es el mecanisme cel-lulae gpermet a éssers sense gonades (degut a
la seva joventut), desenvolupar-ne i posteriornuigrenciar-se en algun dels géneres.
Un cop dit aixo, el nostre treball es basa en aetlents historics. Als anys 80 es va
demostrar que I'especie “menidia menidia” es vaifiuenciada per la temperatura (un cas
mixte), perd encara no sabien a que es referiercredament. Durant diversos anys es va
aconseguir deduir una part de les especies (deguteala determinacié sexual és un procés
anic en cada especie, és a dir, no es poden fagrgktzacions).Avui en dia encara estem en
el procés d'identificacio en les diverses espéecms, estem fent la nostre contribuciod
(realment, en al actualitat, sabem que la majoresdpeixos funcionen pel metode mixt).
Nosaltres, vam treballar amb el llobarro i actuaim@mb zebra.
En si mateix, si en els llobarros els afecta o ademperatura (que els afecta), no era una
cosa que desconeguéssim, el problema era que riensajjuan, a quina temperatura els
afectava, que ho regula , s’hi havia altres faci@ts.
Com a resultats del treball, em conclos (en elddloos) que el periode sensible a la
temperatura és en els primers 60 dies (despréa @ertilitzacid). Pero, et preguntaras, com
vam poder saber dit efecte si la determinacio noctmu (i s’aprecien els seus efectes, com
ara I'aparicio de I' aromatasa) fins 150 dies degprde la fecundaci6?
Van sortir diverses opinions: intervencido d’hormeneanvis genetics... fins arribar a la

epigenética. Per el moment (que és la part del qmtej que segueix en curs), estem
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investigant la rel-lacio entre la metilacié d’'unaea concreta del gen i aguest fenomen (que
creiem que actua com a interruptor del mecanisme).

Per aquest projecte usem diversos aparells i sistefopom ara la PCR o I'E-222, que ja en
parlarem més endavant) i posteriorment passem pgracés de localitzacio i diferenciacio
entre els mostres (abans i després de I'Us delftiisadic).

Aquestes modificacions de la temperatura forma p#ittn projecte per avaluar les

diferencies entre els llobarros salvatges i captius

Altres projecte en que estem inversos son:
-Tenim un altre projecte amb el projecte Acuagensmelacionat amb els turbots (els
rangs de reproduccié que posseeix); com afectardaperatura en el seu creixement,
en el cicle reproductiu (massiu ...
Per aquest projecte, estem usant el sistema “DNérdday” (o xip de DNA), que
permet i s'usa per analitzar els gens (al voltahtng 15.000 gens a la vegada) i la
seva expressio (ja que es pot analitzar gairelétiitat del genoma a la vegada).
-‘Un projecte que tenim en ment, tracta sobre déé@hcies epigenetiques d’ "animals
cultivats” (per psifactories, en el nostre cas) asabvatges.

- Per a vosté, que és la biologRér mi la biologia és la meva passio, des de ketit. De

petit, em vaig trencar el bra¢ a I'escola, i quam @an fer la radiografia, vaig quedar tant
impressionat que vola ser metge. Pero, gracies gnafiessor de biologia, de nivell post
obligatori, em vaig adonar que el que realment maaigva era la biologia. Pero no tota la
biologia, aviat vaig tenir clar que no volia ser professor, volia estar amb I'accio, volia ser
investigador. De la biologia, el tret que m’agrades, €s que trenca els esquemes; una cosa
que podia ser veritat fa 4 anys, ara no ho €s, estaanvi constant.

A més, ara ens trobem dins la época d’or de a gialgque continuara encara un bon temps
més), tal i com els segles XVIII i XIX ho van setadquimica, i el XIX i XX de la fisica. Es un
repte intel-lectual constant.

- | la genetica®a geneética, és una banca de la biologia espe@atnnteressant, ja que ens

permet coneixer molts detalls de “com sén realmendit éssers, incloent-hi, I'ésser huma.

- | 'enginyeria genéticaBé, no entenc com és que hi ha un sector tant deala poblacio

gue n’esta en contra.
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En temes legals? el principal problema sén lesrigsbns mediambientals (per llencar al
mercat producte modificats, cal que passin unedgsoque mostrin que sigui totalment
innocu per I'ecosistema, pero per fer els estustizint és necessari provar-ho “in situ”, per
tant efectuant un dany... és una mica una paradQxalegut a I' intent de protegir la
biodiversitat que queda. Per exemple els peixogsgganics sén nutricionalment segurs els
cent per cent, i la “llegenda urbana” que diu qus aliments transgenics tenen diferent gust
és totalment falsa (pel fet de ser transgenicss pobduir el sabor que més et convingui, i
normalment el que es busca és el paregut amb ldaga

.| I'epigenética?Jo la definiria com a la ciéncia que estudia etads, mecanismes i

heréncies que influeixen en el fenotip perd queeren donades per canvis en el genotip (és
a dir, no hi ha modificaci6 de bases nitrogenadest entendre’ns). L’epigenetica, pot
explicar bona part dels “buits” dins moltes teorib®logiques.

- Fan servir el tint E-222 (bisulfit de sodi) pettdr les citosines dins el projecte amb els

llobarros i zebrafish? Com funciona el procéSi? efectivament, és el procés pel que

normalment, es sol observar “comparativament”, k& de les metilacions en determinades
sequencies. A part que és molt dificil concretaz@ha en que ha se ser usada el bisulfit,
també és una técnica complexa, perqué en el pretdssulfit degrada molt el DNA (sobre
un 90% del que fem servir) degut a les seva nls@aagressiva. Aixi doncs, és Util pero
requereix una gran pericia.

- Estic realitzant el treball de recerca sobreefdstes transgeneracionals de I'epigenetica en

humans, que em podria dir sobre aquest te@wf? he dit no sGc un expert en I'epigenética, i

menys encara dels seus efectes transgeneracioRasentment, Michael K. Skinner,
juntament amb altres cientifics estan estudianefdstes epigenétics transgeneracionals amb
toxics (Disruptors endocrins) en rates , en al quustulen que moltes d’aquestes efectes
perduren 5 0 6 generacions (el que dona a pensar gbast posseiran els mateixos toxics
amb els humans). Aixd0 ens porta a pensar si lefoasqreses pels nostres avantpassats
immediats influeixen en nosaltres i si les nostexxions influenciaran als nostres
descendents. Un antecedent historic interessantepetreball, potser Paul Kammerer; un
bioleg austriac, de principis de segle XX, quereadr efectes ambientals inexplicables per
al teoria de Darwin.

- Quins elements té en un laboratori per trebdkgigenética?Els estris o sistemes que

s’usin, depenen molt cap a on estigui enfocatedal (cancer, reproduccio...), pero a trets
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generals hi trobarem el mateix que en qualsevolodatori de genetica: PCR’s,
sequenciadors de DNA varis, DNA-Microray (si epressupost) etc.

- Podem veure les instal-lacior3f? podem anar-ho a veure; veurem un parell deritoris

gue fem servir i els “aquaris” on tenim els espeens.

Sequenciadores PCR
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Taula estandar/laboratori genetica

Sala de mostres en refrigeracid/técnic
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<<Turbocentrifugadora>>

Peixera/Estadi creixement 2
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Peixera/Estadi creixement 1
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7.3.2.Entrevista amb el Dr. Luciano Di Croce, Dr. b Centre
de Recerca Genomica de Barcelona(CRG) [23/09/2010]

- Que és el que li va engrescar a treballar engbmgtica?Més

que engrescar-me a treballar-hi, se'ns va presentam a -
solucié a les incognites que se’'ns formaven; aimat a la =
meva experiencia en dit camp, ens hi va portarrée d

- Quina ha estat la seva trajectoria professioBl™eus estudis

superiors, si és al que et refereixes, els vaig faruniversitat de Roma (llicenciatura en
biologia), vaig fer una especialitzacié alla matéixin post grau de 5 anys a Alemanya.
Després, Vaig fer un segon post grau a Mila i alzar-lo, em van oferir fer de cap de grups,
aqui al CRG (2003), degut a les meves especialitzaci experiencia (en cancer i en
epigenética).

- Quins so6n els teus darrers treball&tnicament, jo ja no faig treballs, més aviag el

superviso (a I'hora de la veritat, és com si eséigeol-laborant amb tots ells). Actualment,
superviso 14 treballs diferents (els quals serarpdMlicacions). La meva feina, consisteix en
comentar, revisar, explicar i ajudar a les diferermersones que tinc a carrec meu (alguns
estan fent llicenciatura, altres ja s6n pel doctaraltres fan postgrau).

Per exemple, un treball, consisteix en I'estudile® dues rutes de diferenciacié cel-lular:

-Acid retinoic, que és usat durant la transcripcé&s encarregat entre altres funcions activar
alguns grups de gens.

‘Myc (proteina), que és encarregada de regulartdiferacié cel-lular.

Les 2 vies, s’entrecreuen. La via (de forma singglifa diu aixi): I'acid retinoic, s’acobla al
receptor de I'acid retinoic (un factor transcripceial). Un cop adherit, pot regular alguns
grups de gens per una banda, i per I'altre, esauitterir al grup proteic Myc, i duu a terme
altres funcions.

L’acid retinoic, en pot regular uns 50 gens, i eydvuns 50 més (aproximadament); pero el
complex retinoic+Myc, pot regular els 50 de cadanti@a més 100 gens extres (part dels gens
esta intimament relacionat amb la proliferacié ka&r i mitosi). Actualment s’esta estudiant
dit nou complex proteic.
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Un altre projecte, és el relacionat amb la cua de histones; concretament I'H2A, el grup
més abundant. En la seva cua, té una modificacidhériment de la proteina ubiquitina (que
modifica un aminoacid de la cua de I'histona), aajnomés fa 20 anys que es va descobrir.
El que s’esta investigant, és la funcié que té atjganvi. Segurament sortira a la revista

“Science” de desembre.

Un altre projecte en que col-laboro és amb I'esteli complex multiproteic “polycom”, que
regula la transcripcio . Aquest complex, es troblapier 4 proteines de al mateixa familia, i €s
responsable de la marca de al ubiquitina. No seap funciona, qui ho guia o si usa algun
tipus de marcador. Son diversos gens, els queigadif per els proteines que formen el
“polycom”. A més, existeixen diverses variants decdmplex proteic, en el qual, es canvia
un proteina per una altre de la mateixa familia,cemplex segueix fent la mateixa funcio.
Com fa aquests canvis? Quan incorpora aquest canvi?

Una altre pregunta que suscita, és com aquestegjurarde al ubiquitina, modifiquen el
procés de diferenciacio cel-lular (ja que tot eleque esmentat abans, era en la fase pre-
diferenciativa de al cel-lula).

- Per a voste, que és la biologRér mi, és la ciencia de la vida, jo des de péattestat molt

curiés, m’'agradava saber com funcionaven i com e coses, volia comprendre. Ja
I'escola, m’interessava molt més a biologia i laimgica que la filosofia per exemple. En
Biologia, la majoria dels problemes o interrogaiféd voltant d’'un 70%) es troben a nivell
fisiologic, i ens porta a preguntar-nos, perquée gmaixo?Quina ruta biologica ho controla?
Com deia, I'atractiu de la biologia, son els pre¢es que mai para de suscitar, sempre hi

haura un perqué per formular.

- | la _genéticadl.a genetica ,com els seu nom indica, és l'est@l @dens. En geneética
molecular, per exemple, primer s’estudien les fomgidels gens coneguts i després la
sequenciacié d’altres gens (actualment estem sahse4000 al dia, amb els aparells que
disposem); a més de tot el procés intermedi d'@xiacio i comprovaciéo que comporta. El
que ens porta a pensar dos coses:

-Com meés tecnologia desenvolupem, meés visié oftmen aquests problemes.

-Els gens, i les seves interaccions son extrematacomplexes!
Com a curiositat, i per s et pot servir pel trebadt recomano les revistes “Biocell” i

“Nature”; ambdds i posseim alguns treballs publisat
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| 'enginyeria _genéticaMés que enginyeria genetica, parlem d’enginyeriggemetica.

L’enginyeria epigenetica, tot i ser més jove queydmetica, esta mostrant més resultats en
menys temps, degut a que és relativament méslseaniipular un canvi epigenetic que un

canvi genetic. No obstant, encara és enormemenplaada, per exemple: com podem

canviar el nivell de metilacié de gens que volenath@io podem fer-ho de forma especifica i
sense danyar la resta de gens?

Vet aqui, la dificultat real de I'enginyeria epiggita, I'especificat. Encara que existeixin

diversos elements adversos, la enginyeria epigemé$ una realitat, avui en dia, i en pocs

anys sera molt més normal del que ens pensem (a&tof existeixen farmacs que varien el
teu nivell de metilacié en determinats gens quevguaen una major susceptibilitat davant

dels cancers).

- | I'epigenética? Es una branca relativament jove de la biologial§denys 8 i 90) que

estudia en part, I'expressio dels gens. La epigeagtevolucionat la teoria genetica, des de
la seva aparicid, permeten desfer “forats” en alggrteories i estudis.

L’epigenética, a més, no solsament, en aquestatandind que €s cada cop mes necessaria
en altres camps, com en la biologia molecular.

L’epigenetica és molt amplia, perd en un dels &srran que es sol treballar més, (nosaltres
inclosos) és la diferenciacio cel-lular. En aquestadriem dir que hi succeis una expressio
de gens diferenciativa, és a dir, que I'expressids dyens és controlada o canviada per
aconseguir la diferenciacio de la cél-lula. Don&s hquest fenomen, esta intimament lligat a
I'epigenetica, i sobretot al codi epigenétic, amilf a casos com que una cél-lula
determinada, pel context en que es troba (el tigiscel-lules que I'envolten) es diferencii
d’'una manera o una altre.

Abans de continuar, cal aclarir, que els cel-luliiploides del nostre cos son identiques
geneticament, perd molt diferents epigeneticam@io, en permet donar una solucié al
problema classic en la diferenciacié (com pot sae tgs cel-lules somatiques del nostre cos,
comparteixin exactament la mateixa informacié geaét per contra tinguin funcions i
aparences tant diferents).

L’epigenética, té de particular un caracter més penal que la genetica, és a dir, mentre que
un canvi genétic, amb el pas de generacions nom@gseda “diluit” a nivell poblacional (ja
que el canvi sera de caire permanent en les lisigsessories del gen). Per altre banda, un

canvi epigenetic, a part de la “dilucié” a nivell gblacional, també es produeix una
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degradacio en dit canvi que provoca que el seuefEesmorteeixi a llarg de les generacions
fins arribar a desapareixer si no és “reafirmat” ecada generaciéo (EX: Metilacié de
manteniment). Aquests processos es duen a termeénarcapa (o nivell) de regulacio
genetica.

En patologia, molts problemes sén donats per cauggsetigues o per no genétiques.
Aquestes causes no genetiques sovint deriven Emdapigenétics (normalment, poden tenir
com a origen, un canvi genetic, que hagi modifelatodi epigenétic i el funcionament dels
seus processos; per exemple, un canvi genetic,fiquida frequéncia i els “locus” en que
actui la metiltransferasa i aquesta metili elemesriggue no ho hauria de fer).

Aix0 ens porta a dir, que tant la genética com pégenética es troben en el mateix nivell
d’'importancia.

- Com és la biologia tumoral?a biologia tumoral (part de la biologia que estadels

tumors,el seu funcionament, causes i maneres deatbs) €s una ciéncia realment molt
complexa. No és per menystenir la resta de lesdwas de la biologia, pero és realment
complexa; la quantitat d’interaccions que es pradear, les causes que poden tenir (tant
genetiques, com ambientals, com epigenéetiques,oett) aturar o interrompre els processos
gue s’ho produeixen, etc.

No obstant, és realment interessant, i cada avem; ap fa té un gran valor huma. A més
bona part dels descobriments que a priori no sempd hi puguin tenir una relacio, acaben
per ser de gran ajuda.

- Raons per treballar amb Leucemidé@s que tenir raons per treballar amb leucémia,vam

demanar que vingués a aqui, a Barcelona, per laanesperiencia sobre el tema, per dirigir
un grup de treball (que va culminar amb la presertale “Leukemia” a la revista “Cell”.

- Podem dir que hi ha relacié entre I'epigenctietsiefectes de la proteina PML-RAR de la

leucémia?Primer de tot, aclarim, que és PML-RAR. Aguestatgina ,per entendre’ns €s un
error, la conseqiiéncia de la situacié en que elsggne codifica per PML i el gen que
codifica per RAR (receptor de I'acid retinoic), didionen. Aquesta proteina, al ser producte
d’'un error, 'organisme no té tots els sistemescadatrol necessaris per aturar-la, el que
provoca que dugui a terme la seva funcié (per alq esta preparada I'organisme). La
proteina PML-RAR crea dos efectes que ajuden malt aparici6 de la Leucémia: un

augment del cicle de mitosis (és a dir una pradiééd cel-lular massiva) i la capacitat

d’'impedir que les cél-lules afectades puguin diferar-se.
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Un cop dit aixo, el PML-RAR, actua com a factor tcenscripcié (encara que erroni) i
intercanvi d’enzims, perdo amb la capacitat d’afecth codi epigeneétic de la cel-lula (EX:
metiltransferases, la forma de al cua de les hisgpetc).

- Que en penses voste sobre la manipulacié gerstideumans? Pensa que I'epigenética,

quan coneguem millor els seus mecanismes, la podsamper a aquesta finalitat? Li sembla

gue podrem, d’alguna manera, desactivar canvisepptees que poden ser perjudicials per

'organisme?Pel que fa a la segona i tercera pregunta, efactient, €s una realitat, que
estem usant I'epigenetica com a medi d’enginyeeaégca, fins hi tot, em sembla que
existeixen farmacs que ho possibiliten. No obstaat,desactivar o activar depén de quins
gens, la epigenética encara es troba en una fasssanprematura de desenvolupament, tot
gue no es tardara gaire a obtenir multiples farmpes dits usos.

Pel que fa a la teva primera pregunta, la meva p@ses progressista; es poden fer canvis
per eliminar defectes genetics que afectin a lalgmb. No obstant, em mostraria en
desacord amb el que aix0 pogués generar, un nais tie discriminacio, la genética. Desitjo
que en un futur, no es discriminin els persones pels gens (EX: per un lloc de treball, no
contractin a una persona, pel fet que, geneticaméntmeés probable que pateixi alzeimer
precog).

- La majoria dels mecanismes epigenetics coneauaitguen la modificacié dels components

majoritaris de la cromatina, és a dir,el DNA i léstones. Aquesta modificacid, entenent que

també es poden donar en les cel-lules sexualstapsntet a les seqiients generacions?

Efectivament,si s’aconsegueix que dita modificgdper exemple una metilacié de novo), es
produeixi en una cél-lula sexual, és molt possipe passi a la descendéncia, el que
provocaria que dita modificacid, passaria de saraumodificacié puntual o de novo, en G1;
a ser una modificacio constitutiva o de mantenimentG2. Aquests canvi, formaria part del
gue anomenem epigenetica transgeneracional. Arpaeticanvi en G2, cal suposar que en
G3, G4, etc, el canvi es mantindra (sempre hi deanleis de I'herencia dels cromosomes de
Mendel ho permetin) en les segiients generacioms, gemolt possible, que el canvi perdi

part de la seva forca, que es degradi.

- Quins elements té en un laboratori per treb##argenética?Més endavant, si vos, podem
anar a veure els instal-lacions, per0 basicamemt, laboratori epigenétic no existeix,
normalment, sol ser un laboratori genétic (amb etglipaments pertinents) amb reactius

diferents.
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- Podem veure les instal-laciori¢&turalment, ara anirem a veure el laboratori gealeé unes

guantes cameres mes.

Operari amb mostres de DNA
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Taula amb cariotips i mostres vaires

Taula basica de treball al CRG

Centrifugadores
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Magatzem de material

Aparell microclimatic per a reproduccié de mostres
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Operaria manipulant mostres

Camera de refrigeracio (-40°C5- ’
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Turbocentrifugadora
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7.3.3. Entrevista adaptada al Dr. Juan Antonio Sulbana, actualment al grup de recerca
MACROM de [I'Escola Tecnica Superior d’Enginyeria Industrial de Barcelona
[14/10/2010].

- Quina ha estat la seva trajectoria professiddat?doctor en ciéncies quimiques i enginyeria

industrial (que vaig cursar entre Barcelona i Madi Actualment s6c professor emérit de la
UPC. Abans d’adquirir la meva catedra aqui a Baorel (1966), vaig ser:

:19960-61, Investigador a la Universitat de Paris.

-1961-1963, “Research Fellow” a la universitat idarvard.

-:1963-64, “Weizmann Fellow” al Institut Weizmaisrael.

-1964-65 Becari post-doctoral a la universitatRercelona.

-1965-1966 Col-laborador cientific del CSIC al €erde genética humana i animal i
professor associat a la universitat de Houston, EEU
Durant tots aquests anys, he rebut diferents digims pel meus treballs en: polimers

sintetics i biologics, en difraccié de raigs X, ematuralitzacio del DNA i en

proteines nuclears (histones i protamines).

- Quins son els seus darrers treballs?

Recentment, ens hem estat dedicant a la “bioinfticag concretament en I'estudi del DNA
no-codificant. Si recordem, fa un temps, es conaide el DNA no-codificant com DNA

escombraries; doncs sembla que actualment té alfumcio.

Ens hem adonat que curiosament, aquests sequetatiés aparentment no codificar per res
en concret, es repeteixen moltissimes vegadeargldiel DNA (cosa que ens va representar
una pista a I'hora de decidir si buscar o no laaduncio).

- Quina és la gue considera com la seva millorcace descoberta cientifica, al llarg de la

seva historia com a investigaddvi®s que una descoberta, per a mi, el que ha reptase

més importancia ha estat I'ensenyament i formaeidadus doctors, els quals han posseit els
seus propis merits personals (catedratics, capgmps de treball, cristal-lografs, etc). Es
com si els considerés els meus deixebles.

Pero, si hagués d’escollir una descoberta cierdifite la meva carrera, escolliria la meva
recerca dels ultims 10 anys: la descoberta (o iidio si ho prefereixes) de a aparicié d’'una
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configuraci6 AT anomala dins el DNA: la timina adlenina, estan unides d’'una forma
diferent a la tipica Watson-Crick.

Aix0 esta intimament lligat al treball del Dr. Hagigen, el qual va demostrar que el dimer
AT estan units de diferents maneres quan no fopaerdel DNA.

El que el meu equip i jo vam descobrir, va ser gneocasions el tipus d’'unié d’ AT en el
DNA pot ser com el que va descobrir Hoogsteen. Aedostra que el model Watson-Crick

no es universal.

- Per a voste, que és la biologia i la quimRapidament, et diria que juntament a la fisica i a

les matematiques, és la resposta als curiosos. biNdientific, independentment de I'ambit
en que treballi a de ser curids; si tens aixo,gas molt de guanyat, la resta, és senzillament
aprendre. Aquestes 4 disciplines, no son res mésngedis per satisfer-la curiositat dels
cientifics: saber el que ens envolta, com es pradddenomen, podrem predir X fenomen?,

etc.

- Aguest segle XXI, aixi com ha comencat a sertsegle XX, diuen que sera el segle de la

biologia, gracies a tots els avencos, sobretotti p@ la descoberta del genoma huma que ha

obert tot un mén de possibilitats. Li sembla guedgumolt cami a fer en la biologi&iin

seria un bon cami per tirar endavant una bonacaeliaturalment! En els ultims 50 anys em
aprés molt en tots els camps cientifics, pero @spart tant minuscula del que encara ens

queda per fer, que és gairebé ridicul.

- | la biologia molecularPrimer de tot, biologia molecular, ja és un termedesus, doncs

tota la Biologia es molecular!!! (coses de la ciEn@avanca molt rapid...) actualment és més
correcte parlar de biologia estructural 0 genomi@n cas que et centris exclusivament amb
el DNA).

La biologia estructural, presenta una série de peafies metodologics, degut a que depen
gairebé exclusivament de la obtencié de cristattstgics (els qual cal fer i tractar) i de la
ressonancia magneética nuclear o X-Ray (en que mekgades €s necessari enviar mostres
al Sincrotré europeu de Grenoble, pero d'aqui pacpodrem usar I'ALBA). A més en la

tecnica dels cristalls, no tot és observable; séoassaris nous metodes meés eficagos.
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- La biologia molecular i la genética coincideix@m alguns aspectes, sintesi i transformacio

de DNA, factors d'activacio... de quina manera cautipersos de la cieéncia posen en comu

els seus avencos, per tal d’optimitzar les invastans? (Congressos, articles comuns..?)

Basicament, com ja has dit, a partir de congressel resultats (que son els treballs en
equip); tot i que, el més important és el traspasfarmaciéo d’'un departament a un altre,

amb la col-laboracié de métodes, de material expenital, repartiment de la feina, etc.

Es gracies al “companyerisme académic” (amb unaavde competitivitat) el que permet
gue els descobriments es produeixin, sense aixgenm@ possible.

| 'enginyeria genética®s un terme molt ambigu, perd si s’entén com a rmigyae

genéticament modificat, diria que per resoldre peofies de la nostre societat (com la manca
d’aliments o de medicaments ), estaria a favoritEsdnesures, pero caldria anar alerta.

S i entréssim en el camp de cientifics que voletetizar organismes nous des de zero, em
posicionaria en un lloc més conservador, €s un gsoealment complexes i no sabem els
resultats que pot tenir, és molt perillés.

Si parléssim de modificacions extenses en el DNahdiria rotundament no.

Incubadora de bacteris recombinants
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S

Cristalls proteics en refrigeracié a uns 5°C
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Maquina de difracci6 de raig X

Processant dades d'una difraccio.
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Dr. Subirana i associats al Sincrotré de Grenoble.
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7.4. ANNEXOS MULTIMEDIA:
En el CD adjunt es troben un segui d’articlesrggsants sobre el tema (alguns de llarga
extensio).
Aquests documents, no son essencials per comprehuledall, no obstant, sén una aportacié
interessant d’informacio.
Al CD hi ha continguts 3 documents:
- Un dels documents és un repas de les teoriestensl i el llegat de C. H.
Waddington (pare de I’ epigenética); comentat pddi. Linda Van
Speybroeck ( Universitat de Ghent, Bélgica).
- Un altre documents, és un petit article del mbdeldl CCAT (sobre I'Auxis
Roche).
- L’ dltim document, que tracta sobre els efeci@®cediments del bisulfit

sodic (editat per EpiTect).
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