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SUMARI

Dins de cada cellula hi ha una molecula molt gt encarregada
d’emmagatzemar tota la informacié genética quegeiixi el funcionament dels éssers
vius: el DNA (en alguns casos RNA). A partir d’agigs molécules, es determinen les
caracteristiques fisiques i es poden sintetitzégstdes proteines de cada individu,

indispensables per les reaccions quimiques dedssegsis.

Fins al segle XIX, no s’havia ni imaginat la pbdgiat de poder canviar la
informacio hereditaria dels individus, pero a patél segle XX, des que es va comencar
a investigar sobre la genética, s’han desenvolapaites tecniques per aconseguir

modificar el DNA.

El concepte d’enginyeria genética s’ha normaligzaia nostra societat i actualment
s’esta utilitzant, entre d’'altres coses, per trabaneres per curar malalties tan comunes
com la sindrome de Down, el cancer, o fins i t&IRA. Ara bé, aquesta eina tan potent

cal regular-la perqué sempre s’apliqui fent el eégla humanitat.
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INTRODUCCIO

L'objectiu d’aquest treball de recerca és aprempliies sén els procediments que es
segueixen per arribar a modificar la informacié ejera de les cél-lules, amb especial
interés en les cél-lules humanes, i poder-losapliEn el nostre cas, com més endavant
veureu a la part experimental, hem comprovat aguastanismes aconseguint que un

cultiu de cel-lules humanes expressi unes protéin@gscents.

Degut a I'especifitat i I'extensié de I'ambit dekball (la bioquimica i I'enginyeria
genetica) ens hem vist obligats a simplificar ebtoaut teodric. Aixi, el treball 'hem

dividit en dues parts: una d’explicativa i una dagtica. La part teorica I'hem fet el



maxim de divulgativa possible, dins les limitaciodsls tecnicismes cientifics que
requereix I'ambit de la bioquimica, perdo no hemyiogyitar la seva gran extensio, ja
gue és necessari entendre bé la teoria per comprdadpart practica. Per tant,
comencarem amb una breu explicacio de I'estruaatdacteri i de la cél-lula humana
que utilitzarem a la part practica, des de I'estefins arribar al nucli, on hi ha tota la
informacid genética de la cél-lula. A continua@gplicarem el funcionament d’aquesta
informacio geneética i els processos perque els hamaguin manipular-la. Finalment,

aplicarem els coneixements apresos amb la partiexg@al.

Les fonts d'informacié principals a les quals hexoorregut sén el llibreehninger:
Principis De Bioquimicade David L. Nelson i Michael M. Cox, i el llib@enética: un
enfocament conceptyale Benjamin A. Pierce. Altres fonts han estapkgines web de

la Universidad Complutense de Madrith de laUniversidad de Salamanca



1. LA CEL-LULA

El bacteri

Els bacteris s6n organismes unicel-lulars. Totié gén de mides molt variables,
oscil-len entre 0,5 i 5 um. S@el-lules procariotesperqué no tenen membrana nuclear
(per tant el seu material genétic esta en contdicezte amb el citoplasma), estan
recoberts per una paret cel-lular de peptidogticatenen ni mitocondris ni cloroplasts,
solen contenir flagels o cilis, I'estructura de¢sis cromosomes és senzilla, i perquée no

duen a terme ni la meiosi ni la mitbsi

Estructura externa

La paret cel-lular és una capa rigida que envolta la membrana c#mgiaca i actua
com a esquelet extern. Es un element obligat detebia representa un dels elements

més caracteristics de les cél-lules procariotes.

La membrana citoplasmaticaés una estructura que envolta el citoplasmaea
de la paret cel-lular. Esta composta principalnpentfosfolipids i proteines, i repesenta
un 25% del pes de la cel-lula (aproximadament). bEamm ha presencia d’'una gran

quantitat de ribosomes que fabriquen els elemeamtstituents de la paret.

La funci6 principal de la membrana és la protec®bnucli, organuls i estructures
citoplasmatiques: per un costat actua com a barosractica impedint que les
substancies es desplacin de dins a fora de lalegbér equilibrar les concentracions del
medi intern i I'extern, ja que aixo provocaria el-tapse del bacteri, i d’altra banda actua

com a barrera activa facilitant el transport deedsinats elements que el bacteri ha

! Meiosi i mitosi: sén dos mecanismes que alguneliliess fan per dividir-se.



d’incorporar o eliminar. A la vegada, les proteige® hi ha a la membrana s6n molt

importants pel reconeixement de les cel-lules.

Estructura interna

L’estructura interna del bacteri es considera eflingue esta limitat per la membrana

citoplasmatica, és a dir, el citoplasma, els ortgaoel-lulars i el nucléol.

El citoplasma és el medi intern de la cél-lula. Es una substagelatinosa formada
per aigua en un 85%, delimitada per la membrandutzl que conté els organuls
cel-lulars. Les principals estructures que hi tataplasma bacteria son:

-ribosomes sén els organuls encarregats de traduir 'RNAdyaca aminoacids per
fabricar proteines que el bacteri utilitzara pereieseu metabolisme. Estan formats per
dues subunitats: una de gran i una de petita gue€se’uniran durant la traduccié. Estan
compostos per RNA ribosomic i proteines.

-inclusions citoplasmatiques son els vacuols, que emmagatzemen liquids o gasos
gue es formen en més quantitat en els bacteridlgsvieunes granulacions solides que
tenen funcié de reserva energética ja que emmangetedipids, proteines, glicids i

fosfats.

El citoplasma bacteria, a diferéncia del de ldslutés eucariotes, no presenta ni
mitocondris (organul cel-lular semiautonom que dépfopietat de formar ATP, la
molécula energeética), ni cloroplasts (organul gkdrlsemiautonom, caracteristic de les
cel-lules vegetals, ric en clorofil-la, que s’enega de produir la fotosintesi).

El nucli conté el material genétic del bacteridiferéncia de les cel-lules eucariotes,

no té membrana. D’aquest tipus de nucli en dierieoide i conté una gran moléecula



circular de DNA que esta en contacte directe andit@blasma. Aquest fet provoca que
mentre s’estigui transcrivint el DNA a RNA, una fpdiaquest RNA ja comenci traduir-

se a proteines.

Paret hacteriana

9
Mesosoma

Plasmidi

Fig. 1.1. Estructura d’'un bacteri.

En moltes espécies de bacteris hi ha un nombrieblarde molecules de DNA
disperses pel citoplasma a més del cromosoma teltpaestes son elslasmidis, que
contenen informacid no essencial de la cel-luliai tpue ajuda a la seva supervivéncia.
Per exemple, hi ha plasmidis que porten la infortngenética per formar resisténcies a
antibiotics; n’hi ha d’altres que permeten la sSht#e substancies letals per organismes
estranys; o també n’hi ha que porten les ordresgar substancies perjudicials per als

organismes als quals s’estableix el bacteri.

Els plasmidis tenen unes propietats molt pecylgus influeixen molt en el genoma
del bacteri. En primer lloc, igual que el DNA delcteoide, el DNA plasmidic es pot

replicar i trasmetre’s a la descendéncia. En sélgontenen la propietat de recombinar-



se (integrar-se o unir-se) amb el DNA nuclear Halderis i alterar-ne el genoma inicial.
Finalment, es poden desplagar mitjancant els gilim bacteri i transferir-se a altres

bacteris pel simple contacte de superficies.

HEK 293T: cel-lula eucariota

Lescel-lules eucarioteses caracteritzen per tenir el material genéticatdins
una doble membrana nuclear. A diferencia de lesutgs procariotes, no tenen paret
cel-lular, tenen mitocondris, tenen una moleculé Havga de DNA, i es divideixen per
mitosi i algunes per meiosi. S6n més grosses qéadteris i poden unir-se formant

organismes pluricel-lulars molt més complexos.

Estructura externa

La capa més externa de la céel-lula éndanbrana citoplasmatica que delimita el
seu medi intern, i esta composta per fosfolipiddesterol, glucids i proteines. Els
fosfolipids ocupen el percentatge en volum més deata membrana. Sobre aquesta o
travessant-la, s'estableixen proteines i glucid® son un tret identitari de la cél-lula
per relacionar-se. Les proteines sén d’especiabitapcia, ja que algunes permeten
I'entrada i sortida de determinades substancies @incél-lula. Un exemple, és la
proteina 4F2, que reconeix proteines de determamigens, i que utilitzarem a la part

practica. L'estructura de la membrana és iguallguels bacteris:



Fosfolipids Glacids

Colesterol

Proteines

Fig. 1.2. Esquema basic de la membrana cel-lular.

Estructura interna

L’estructura interna esta formada pel citoplasetgorganuls cel-lulars i el nucli de

la cel-lula.

El citoplasma és el medi intern de totes les cel-lules. Ebkoités la substancia que
forma el citoplasma i té textura gelatinosa. @&iganuls cel-lularsson molt diversos en
les eucariotes. Alguns dels meés importants son \w@sulols (emmagatzemen
substancies), el reticle endoplasmatic (emmagatzemeteines produides pels
ribosomes i guarden lipids), I'aparell de Golgialaen la sintesi de glucids i lipids del
reticle endoplasmatic), mitocondris (fan la resp@acel-lular i produeixen energia),

lisosomes (digereixen de moleculag)psomes(sintetitzen proteines), etc.

Al centre de la cél-lula hi ha lmembrana nuclear, que és una doble capa formada
també per fosfolipids i uns porus, que son petibestures a la membrana que permeten

I'entrada i sortida de ribosomes i de RNA (un auidleic).



Dins de la membrana nuclear hi ha una llarga natdéde DNA, que emmagatzema
la informaci6 genetica de cada cel-lula. Com quéireabria sencera dins del nucli, la
moléecula la trobem enrotllada a unes proteinesmerera que ocupa menys espai.

Aquest conjunt de DNA i proteines s'anomena cramaatque es condensara formant

cromosomes.

Mitocondri

Peroxisomes

Centriols

Fil-laments
del

Reticle
endoplasmatic

=»——Ribosomes

“~Membrana
- plasmatica

Aparell de Golgi S 'Reticle
endoplasmatic

Fig. 1.3. Estructura de la cél-lula eucariota

HEK 293T

HEK 293T(Human Embrionic Kidney 293,136n una linia de cel-lules derivades de
cel-lules de ronyd d’embrié huma. S6n molt utilitea en investigacié bioquimica i de
biotecnologia perque és facil de transfectar-leBNA extern i creixen rapidament.

Nosaltres també treballarem amb aquestes céldpleditant les seves propietats.



2. ELS ACIDS NUCLEICS

Els acids nucleics son les molécules encarregd@esmagatzemar la informacio
genética per tal de dirigir el funcionament ceitul el de l'organisme. Aquesta
informacio porta I'ordre per sintetitzar proteineds transmesa a la descendéncia, dos

requisits basics de la vida.

Podem distingir dos tipus d’acids nucleics: el DNARNA. EI DNA, com ja
explicarem més endavant, es troba a el nucli dss tiets cel-lules (nucleoide en cas de
procariotes) i la seva funcié és emmagatzemarftanracido genética. Com que és la
molecula més important de la cel-lula, no pot nrada nucli i no serveix mai com a
motlle directe per fer les proteines. Per portaneatp informacié al citoplasma, es
necessita 'RNA, que té la capacitat de sortirrdedli al citoplasma i és essencial durant

el procés de fabricacio de les proteines.

Tot aquest material genetic, esta perfectameranitiat en gens, que sén fragments

de DNA i RNA gue duen l'ordre per fabricar una piias 0 una part d’aguesta.

Quimicament, podem dir que els acids nucleics maoromolecules polimériques
lineals, és a dir, molécules molt grans formadedgeepeticié d’'una estructura basica o
monomer, que en aquest cas s'anomena nucleotideg@encia de nucleotids que es

forma quan aquests s’ajunten és aperiodica, feimgpléca I'existéncia de la informacié.



Els nucleotids

Elsnucleotids estan compostos de tres elements primordials:

-Glucid: Son la base del nucleotid. Es una pentosa cifificaécula de 5 carbonis)
en forma de pentagon, que pot ser de ribpda-fibofuranosa) i formar RNA, o també
pot ser de desoxiribosfi-D-2-desoxiribofuranosa) i formar DNA. De fet, tam diu el
nom, la desoxiribosa és un derivat de la molécalalibsa, la qual ha perdut un oxigen
del grup hidroxil (-OH) enllacat al carboni 2’. [els dos casos, son molécules beta, que
vol dir que el grup hidroxil del carboni C1’ el blem cap amunt. Per numerar els atoms
de la pentosa, en sentit de les agulles del rell@ly numerem C1’, C2’, C3’, C4’i C5.
Aquest ultim carboni no forma part directament dele. Els carbonis 3’ i 5’ son molt

importants a I'hora de formar I'estructura del DNA.

HOH,C OH HOH,C OH
| [0
I |
H H H
OH OH OH H
Ribosa Desoxiribosa

Fig. 2.1. La pentosa del nucleosid.

-Bases nitrogenadesS6n molécules organiques cicligues amb dos oatoéss de
nitrogen. Segons la forma que presenten les podadiretn dos grups:
-PUriques. S6n uns sistemes plans de nou atoms principalrma d’hexagon
unit per un costat amb un pentagon, dels qualsatimns sén de carboni i quatre son de
nitrogen. El seu nom es deu a que sén compostdgatiede la purina, que és un

compost biciclic (format per dos anells units esi)e Ho son I'adenina (A) i la guanina



(G). Per anomenar els atoms principals del ciderigm el simbol de I'element i el

namero que li pertoca segons la numeracio de idesgdigura:

Fig. 2.2. Numeracio dels atoms de les bases pusique

H,N 0
N =N " NH
B, W
N N N N

H H

Adenina Guanina

Fig. 2.3. Bases nitrogenades purigues.

-Pirimidiniques: Sén un sistema pla de sis atoms principals formarhexagon.
El seu nom es deu a que deriven de la pirimidioa,&p un compost organic semblant al
benze, perd substituint el carboni 1 i 3 per atdmsitrogen. Ho soén la citosina (C), la
timina (T) i 'uracil (U). La timina només la trobeal DNA mentre que l'uracil només el
trobem a I'RNA. Per anomenar els atoms que forn'emell, escriurem el simbol de

I'element i el nUmero segons el segiient esquema:

NH;

f SN
N

H

Fig. 2.4. Numeraci6 dels atoms de les bases pifimigjdes.
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Fig. 2.5. Les bases pirimidiniques.

En el DNA, les bases adenina i timina sén compigaries entre elles, i les bases
guanina i citosina també ho son. En I'RNA, la coenpéntarietat de bases es manté
canviant la timina per l'uracil. Poden apareixesdsmnitrogenades secundaries, perdo no
son tan presents en el DNA i el RNA. En el cas@¥A serveixen com a senyals per

regular i protegir el missatge.

Les bases nitrogenades s’uneixen al carboni 1gleid mitjancant un enlla¢ R-
glucosidic formant una estructura anomenada nudleBsgrup hidroxil del carboni 1’
reacciona amb I'hidrogen enllacat al nitrogen lesitracta d'una base nitrogenada
pirimidinica, o amb I'hidrogen del nitrogen 9 si@sa base purica, i es forma I'enllag,

alliberant-se una molecula d'aigua.

NH,
N T & e N
b [ [ H.0
\ " T 4
..... S M
HOCHI A Py OH H Adening /
“_,-” 3 J : Lan
H H/ L
H H -
OH OH OH OH

Fig. 2.6. Formaci6 del nucleosid d’adenina



-Acid fosforic: Es una molécula d’acid ortofosforic, de férmuldrgica HPOs, que
s'esterific& a la pentosa amb carboni 5'. L'enlla¢ es formalpaeaccié del grup -OH
del carboni 5’ del glicid amb I'hidrogen d’'un gre@H de I'acid fosforic, ja que aquests
sén facilment ionitzables (perden hidrogens faaiimeé I'oxigen queda carregat

negativament), i es perd una molécula d’aigua.

NH, NH,
-
VAR
OH “
] N =
QH MOCH. - 0-.\ Adenina
— f/". NG .
Aiid fosfiric \NOH H /A
i Nt H e
OH OH OH OH
Adenosina Adenosin - 5' - monofosfat
(Nucledsid) {AMP)

Fig. 2. 7. Enllag éster entre el fosfat i el glugier formar un nucleotid d’adenina.

Els nucleotids, per formar els polimers d'acidscleigs s’enllacen entre ells
mitjancant els fosfats, que formaran enllacos fdigfter. Per una banda, com hem dit
anteriorment, els fosfats s’esterifiquen al gldoad carboni 5, i d’altra banda, el mateix

fosfat es pot unir al seglient nucleotid, perd areafjcas al carboni 3’ del glucid.

Aquesta successio d'unions de nucleotids forma mdinucleotids, que es
caracteritzen per tenir un inici i un final. L’imiés I'Gltim carboni 5’, el fosfat del qual
no s’ha enllagat amb cap altre nucleotid, i ellfeldrobem a I'extrem oposat, en I'Gltim

carboni 3’ que tampoc s’ha esterificat amb el fod&acap nucleotid.

2 Esterificacio: procés de formacio d’un enllac Bste el qual reaccionen un grup alcohol amb
un grup acid, alliberant aigua.



ESQUEMA,
OH T s OH N :
5 ; N . e N
Ho—-p=0 & [ H* 40 =P=0 & B, S
| L~ F I - Py B
0 NT TN o NTOTN (p) < A |
5 CH, _..0 Adenosin - 5 - fosfal CH o - \"‘ i
.- Rl i bt (o)
N H H /| H H A o
H N\’ H H i 4 .
M OH 0 OH g \\—/
— - l
2 i O E OH i
DH P " -
' T H* +D —p=0 | N ,-’P- [' u
HO=P=0 [ - : Vi >
0 dy e “NT 0 I h
| o N O cH, © A0
CH b Uridin - §° - foe®y - e Fa 4 s
- ~ H H £ A
N H H H H "’
H H
OH 0 OH NH, 1 OH .»"'/.M .
T T = (p) LC._
i s H «+Q —pP=0 ™ = = e
i A ! | = |
HO ;I'!.— 6] N Enll?l'g: o N 2 O - P D'-.
] tos:fc\-dles.ter -H 0 | - /,»'
CH, 2 % Citidtin - &' - fosfar N H H / i u
- “ H | M ]
NH M/ _ ' g OH
H H OH OH =]
g

OH OH Fragment d*acid nucleic

Fig. 2.8. Formaci6 d'un fragment de RNA constipeit tres nucleotids units en la seqiéncia A-
U-C mitjancant enllacos fosfodiéster

Els grups fosfats queden ionitzats en perdre idi®dens i per quedar neutralitzats,
ions positius de proteines o ions metal-lics s’eelken a la molécula. A més l'estructura
de DNA i RNA és hidrofil-licA perqué els grups hidroxils dels altres gltcidsniem

enllacos pont d’hidrogen amb l'aigua.

En I'exemple de la figura anterior, véiem el tahaotid seguent:
5-AUC -3
Els polinucleodtids polimeritzen molt, arribant arrhar cadenes de centenars de

milions de nucleotids, com en el cas del DNA.

® Hidrofil-lic: propietat fisica d'una molécula giéetendéncia a enllagar-se amb I'aiguaQ(H
mitjancant I'enlla¢ d'hidrogen.



L’Acid Desoxirribonucleic

El DNA (acid desoxirribonucliec) és una macromoecula &daper la repeticié de
nucleotids que contenen un glucid de desoxiribasal fosforic, i adenina, guanina,

citosina o timina.

L’estructura més comuna del del DNA, va ser pradasper Watson i Crick en els
estudis que van realitzar al 1953. Segons el sedeinel DNA es compon de dues
cadenes (és bicatenari), que s’enrotllen sobrebummaginari formant una doble helix.
Els fosfats i els glucids queden a I'exterior, pgiht les bases nitrogenades que queden
a l'interior, en un pla quasibé perpendicular &I'édquesta disposicio es deu a que les
bases nitrogenades so6n hidrofobiques mentre quemdana de fosfats i gllcids és

hidrofil-lica.

e - 0.34 nm
Ao (3.4 A)

- =olc gran O o
3.4 nm | Calacadena
(34 A} ester-fosfat

. CiHlales bases

L

2nm

(20 A)

Fig. 2.9. Estructura del DNA.

Les dues cadenes sbén antiparal-leles (son phlaslpero tenen un sentit oposat) tot i
que ambdues son dextrogires (giren cap a la dreta) plectonemiques, que vol dir que

per separar les cadenes, primer cal desenrotikalix’



Com veiem en la imatge anterior, el seu pas dearapie és la distancia entre cada
volta, és constant i mesura éA(equivalent a deu bases nitrogenades). El diametre
també és constant i mesuraR0Entre les bases nitrogenades, hi ha una distdeci4

Ai s’apilen paral-lelament. Es distingeix claram&rgolc estret del solc gruixut.

Les dues cadenes s’uneixen gracies a enllacos dloidrogerf que s’estableixen
entre les bases nitrogenades complementaries. Eadenina i la timina s’estableixen
dos enllacos pont d’hidrogen i entre la guanina ¢itosina se n’estableixen tres. Aixo
justifica la complementarietat de bases, descola#@ri®50 quan Chargaff, segons els
estudis que va fer, va veure que la concentra@detiina i timina era la mateixa, i la
concentracié de guanina i citosina també coinci@li@. i que els pont d’hidrogen sols
son molt febles, en trobar-se en gran quantitaedonolta estabilitat a la molecula. De

fet, I'estructura es manté gracies a ells.

G G
.'_-—:N
N oty
7. deaxyribose i \'-.
N NH- 2
AL N /?—»N'
iy B o £ \

F.5 &mmims&

Fig. 2.10. Complementarietat entre la guanina cisina (G=C).

* Pont d’hidrogen: és una interaccié atractiva emoéécules. Es I'enllag més important tot i
gue no és tan fort com I'enlla¢ covalent o l'ionic.
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Fig. 2.11. Complementarietat entre I'adenina iimiha (A=T).

Els dos polinucleotids, quan formen aquesta dstractenen polaritat oposada. Aixo
és degut a que, tan el 5-0OH com el 3'-OH podeeriistr-se a un o varis ortofosfats,

els quals donen polaritat a la molecula.

Posem pel cas que tenim el seglent fragment de: DNA

5 —AGAACT -3
3 -TCTTGA -5

Amb aquest exemple veiem la complementarietataded entre adenina i timina, i
guanina i citosina. A més, veiem que les dues @slsdn antiparal-leles perqué I'extrem
5 de la cadena de dalt esta al costat de I'exBede la seva complementaria, i a I'altre

extrem passa el contrari.

Watson i Crick, després de descobrir I'estructdeh DNA, van veure que aquesta
suggeria i justificava propietats molt importan&d ohaterial hereditari com la capacitat
de replicar-se, la variabilitat genetica (ja quehidha cap restriccidé en l'ordre de les
bases nitrogenades), les mutacions, i I'existédicia codi genétic que pogués relacionar
els nucleotids amb els aminoacids. En el DNA, pe&®,vegades es poden apreciar

variacions al model de Watson i Crick depenentedecbndicions fisiologiques en les



que es troba la molécula. Aquestes desviacionsg;r@s que serveixen per regular

I'expressioé d’alguns gens o per la seva recombiaci

El DNA, durant la interfase es troba tGnicament al nucli o nucléol de la akd-&n
un estat de descondensacid, tot i que esta emretllaunes estructures proteiques,
formant el que s’anomena cromatina. Aquestes dgtRg s'anomenen octamers

d’histones i, tal com diu el nom, estan formadesvui¢ histones unides formant unes

estructures cubiques.

Doble hélix
- e DNA

Octamer
d'histones

N0

N0 \
h‘&ﬁ %‘ﬁ "@ﬁé \ i”g,'
e:“;’/a:"

oS

&0

oy
Ayeeoe

QS

5
2 a
2l

.
“BA0DTSTp

Fig. 2.12. Condensaci6 del DNA per formaar els aveames.

Durant la divisio cel-lular, la cromatina es cogeea condensar enrotllant-se entre si

mateixa formant unes estructures molt compactesanades cromosomes.

*Interfase: periode de vida de la cél-lula en el gneara no s’ha de dividir.



L’Acid Ribonucleic

L’RNA és una macromolécula formada per la repeticidilmmnucleotids, és a dir,
nucleotids formats per ribosa, acid fosforic, i @da, guanina, citosina o uracil. En el
seu cas, és de cadena simple (monocatenaria)n erimmer moment també adopta una

conformacio helicoidal dextrogira deguda a lesratteions en I'apilament de les bases.

La funcié principal de I'RNA és desxifrar i transtre la informacio del DNA als
ribosomes perqué es fabriquin proteines, les qdalsina part essencial dels organismes
perqué participen en el seu metabolisme. Segasevka funcid especifica, distingim tres
tipus principals de RNA.

-RNA missatger (RNAm): Representa entre el 3 i el 5% de I'RNAatotle la
cél-lula. Es una cadena relativament curta pegeatre 5.000 i 10.000 nucleotids. Aixo
és degut a que cada cadena sol representar nongenuha seva funcié especifica és
portar el missatge genetic al citoplasma a trawdpatus nuclears perqué el ribosoma
fabriqui les proteines. El missatge pot consistirum sol gen, llavors la cadena és
monocistronica, o en varis gens, fet no tan usdal,cadena és policistronica. Aquest
RNA, a part dels gens, porta sequiéncies que ajmdegular la sintesi de proteines.

-RNA ribosdmic (RNAr): Es el més abundant perqué representa ué 80% del
RNA total de la cel-lula. La seva funci6 és, junéatamb proteines ribosomiques que
entren al nucli pels porus nuclears, formar lessdudbunitats dels ribosomes. Al nucli,
es forma una molecula molt gran de RNA que es dixidn fragments curts que formen
ribosomes.

-RNA de transferencia (RNAt): Representa entre un 5 i un 15% de I'RNAlde
cel-lula. Presenta bases modificades a part d'ademjuanina, citosina i uracil. En

madurar, apareixen zones de doble cadena i buckeseva funcié és transferir els



aminoacids en un ordre determinat, d’acord amb ARNissatger, per tal de formar les

cadenes polipeptidigues, que acabaran configueatd® a proteines.

Fig. 2.13. Estructura tridimensional (esquerra)idimensional (dreta)

de I'RNA de transferéncia.

Cada tipus de RNA agafa una configuraci6 deterda@nan I'espai anomenada
maduracié (ja I'explicarem més endavant) que semdarhental per dur a terme

I'expressio genica.



3. GENETICA MOLECULAR

L’estructura del DNA que varen proposar WatsorrickCl'any 1958 va permetre
deduir com podria ser el metabolisme dels acidseiasc EI metabolisme comprén la

replicacié del DNA, i tots els processos per amrdéabricar proteines a partir d’aquest.

Com que en les cél-lules eucariotes el DNA esatedmucli, perd el material genétic
s’expressa al citoplasma en forma de proteines ssiposar que hi hauria una molecula
intermediaria que pogués portar la informacié dedlinal citoplasma. Aixi, I'any 1961

es va descobrir 'RNA (el missatger en un princigls altres dos tipus més tard).

Watson i Crick, basant-se en les seves deduceiquastir de I'estructura del DNA i
també en el descobriment de I'RNA, van elaborar sistema fonamental de
manteniment i circulacié del DNA dins les cel-lylgae van anomenar “Dogma Central

de la Biologia Molecular”.

Proposta inicial de Watson i Crick
Replicacio

Transcripcic Traduccié

Fig. 3.1. Primera proposta del Dogma Central déBlalogia Molecular.

En aquest sistema, el DNA tenia capacitat de gapie per mantenir-se igual en
totes les cél-lules, i transcriure’s en RNA perodgr sortir al citoplasma. L'RNA es
traduia al codi de les proteines. Era fonamentahcsl I'existéncia d’'un codi que

relacionés el llenguatge dels nucleotids amb al dedinoacids.



Al cap de poc temps, pero, Temin va descobrir gjgens retrovirus que tenien
I'RNA com a material hereditari, replicaven 'RNApconservar la informacio. També
va descobrir que alguns virus podien fer la trapsigr inversa, és a dir, sintetitzar DNA

a partir de RNA. Per tant, es va haver de modigt@&ogma.

Modificacions posteriors
Replicacié Replicacio

Transctipcio Traduccid
DNA /| RNA =——— Proteina

Transcripcio
inversa

Fig. 3.2. Proposta actual del Dogma Central de lal@yia Molecular.

A continuacio explicarem el metabolisme basic delds nucleics.

Replicacié del DNA

La replicacié és un procés que té per objectidichupla informacié genetica d’'una
cel-lula perque, en dividir-se, les dues cel-lulesultants tinguin exactament els

mateixos gens.

Els primers estudis que es van fer sobre la @pticdel DNA van ajudar a establir

les seves propietats basiques, que soén identiquiedseels organismes.

En primer lloc, la replicacio és semiconservadéi®o vol dir que, si partim d’'una
molecula de DNA, en replicar-se, les dues cadese®garen i serveixen de motlle per
crear-ne una de complementaria. De manera queetindtues molécules amb una
cadena vella i una de nova cadascuna. Aquestatedstica la va descobrir Watson i

Crick, i la va demostrar Meselson i Stahl al 195famcant un conegut experiment.
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Fig. 3.3. Teoria semiconservativa.

En segon lloc, la replicaci6 comenca en un pumrigén i normalment es fa
bidireccionalment, és a dir, en els dos sentittirgagdiel mateix punt d’origen. Aquesta
propietat la va descobrir John Cairns al 1963 mgigat I'autorradiografia amb DNA

d’Escherichia coli

Finalment, la sintesi de DNA es fa en direcci®3’ i és semidiscontinua. Com que
la cadena que es sintetitza és complementariacadiana vella, la lectura de la cadena
vella es fa de 3" a 5’ sempre. Pero des del punepkcacio al lloc on s’estan separant
les dues cadenes velles, hi ha una cadena que ¥aad® i una altra que va de 5’ a 3'.
Aix0 el que provoca és que una cadena es sintetiézdorma continua sense cap
inconvenient, i que l'altra, la que va de 5’ a&¥, sintetitza no des del punt de replicacio

sin6 des del lloc on s’estan obrint les cadenes.



Replicacio Bidireccional

& Origeh ——————

RNA Fragment Helix Helix
encenadol  "Okazaki conductora retardada

PC : Punt de creixement

Fig. 3.4. Funcionament de la replicacio.

Si les dues cadenes es sintetitzessin continuamamtde les dues cadenes s’hauria
de sintetitzar de 3’ a 5’ i s’hauria de llegir dea33’. Reiji Okazaki, a la decada del 1960
va descobrir que una de les dues cadenes novebllA€l® que es sintetitza des del lloc
on s’estan obrint les cadenes fins I'origen deicapld) es sintetitza en forma de trossos
curts anomenats fragments d’Okazaki que es vanaiarcada vegada que s’'obre més la
cadena. Amb aquest estudi es va arribar a la ceinolle que hi ha una cadena continua
o conductora, que és aquella que es produeix erateixa direccié que el moviment de
I'obertura de les dues cadenes, mentre que l'edtdena discontinua o retardada es fa en

sentit oposat al moviment de la bifurcacio.

Al 1955 Artur Kornberg va descobrir que I'enzimegsiencarrega de fer la replicacié
és la DNA polimerasa. Aquest enzim treballa afegirdleotids complementaris respecte
la cadena original, que serveix de motlle, mitjamigana reaccié quimica. Es col-loca a
I'origen de replicacié (o al lloc d’obertura de leadenes en el cas de la cadena
retardada) i comenca a polimeritzar la cadena cemghtaria. Aquesta proteina, pero, té

un problema perquée no pot comencar a polimeriases que ja hi hagi un fragment de



cadena preexistent. Per aix0, la RNA polimerasa,sjgue pot comencar a polimeritzar
sola, fabrica una sequencia curta de RNA compledmienta la cadena original

anomenada encebador.

La replicacio comenca quan les helicasses, urimenes van desplacant al llarg del
DNA tot separant les dues cadenes usant I'energanublécules d’ATP. En
consegliéncia, la resta de molécula que encarah@osgparat es va enrotllant cada
vegada més, perd aquesta tensid es relaxa pefdl'aec les topoisomerasas.es
cadenes separades son protegides per proteineditzsidores que s'uneixen al DNA. A
continuacio, com hem dit abans, la RNA polimeragsmenca a polimeritzar 'RNA
encebador i, al cap de pocs nucleotids, la DNAnpedasa ja pot acabar de polimeritzar

les cadenes complementaries.

DHA Polimerasa
cadena adelantada

5
| I | ' I I\ o

| | I & -\, Topoisomerasa
"a'l i ) W

NN

Helicasa

encehador ;
|-\ I\\_’
| \ | A ETL
\ [ i ¥
. Fragments

DNA Polimerasa 'Okazaki

Fig. 3.5. La replicacié del DNA.

Un cop acabada la polimeritzacio, els fragment&RN& encebador son substituits
per DNA per la DNA polimerasa. Aquest DNA quedassapde la resta de DNA perqué
I'enlla¢ fosfodiéster que uneix els sucres i elsfdts queda trencat. Per aix0, un altre

enzim anomenat DNA ligasa uneix els extrems quetren la cadena. Aixi obtenim les

® Topoisomerasas: proteina redreca la molécula d& ®Mitant el superenrotllament.



dues cadenes senceres i continues, complementaui@s una a una de les cadenes

velles.

Expressiod génica

L’expressid genica és el conjunt de mecanismestéua cel-lula per, a partir del

DNA, expressar les diverses proteines.

Transcripci6

Les molécules de RNA de la majoria d’especiesoasdn a partir de la informacio
emmagatzemada al DNA. Durant la transcripcio, wree si’enzims fabrica una cadena
de RNA a partir d'una de les dues cadenes del DalAb la sequéncia de bases
complementaria a aquesta cadena. EI mecanismeqdéa transcripcié és semblant al
de la replicacié del DNA, ja que el DNA també serveom a motlle per fabricar la
cadena de RNA. Ara bé, no es necessita I'encebaéiorcada transcripcid6 només es
transcriuen petits segments d’'una de les dues eadda DNA. La transcripcio la

dividim en tres fases: inici, allargament i fina#tio.

En el cas de la fabricacid de RNA, I'enzim necesssla RNA polimerasa. Aquest
conjunt de proteines és similar a 'homoleg del DMAcessita un motlle de DNA per
polimeritzar, necessita Mgi sintetitza de 5’ a 3'. Una diferéncia importas que en
llegir la base nitrogenada adenina, polimeritzagiatene una d’uracil. La reaccio
quimica que produeix és la mateixa que la DNA pelasa, canviant els
desoxinucleotids per ribonucleotids. Es importaties que agquest enzim no té capacitat

correctora.



A les cél-lules eucariotes, existeixen tres tipgs RNA polimerasa, que
s’especifiqguen en un tipus diferent de RNA. Aixihds, la RNA pol | és responsable de
la sintesi de RNAr, la RNA pol Il s’encarrega dbrfear RNAm, i la RNA pol Il té la

funcié de fabricar RNAt.

El procés comenca quan la RNA polimerasa s’uneires sequencies especifiques
del DNA anomenadeagromotores, que son senyals d'inici rics en A'i T, que dingsn
tota la transcripcié. L'enzim envolta el promotoforma una cambra amb cavitats
interiors per poder desenrollar el DNA i fer soffRNA. EI DNA només queda
desenrotllat pocs parells de bases formant aixuluwle transcripcié. Per separar les
cadenes s’han de desenrotllar i per ajuntar-leansttienrotllar. Com que el DNA esta
envoltat de proteines d’'unid i altres barreresfaemen unes voltes de DNA molt
enrotllat creant aixi una superhelix al principiria al final, que es redueixen amb les

topoisomerasas.

Durant [l'allargament, la RNA polimerasa comenca agegir ribonucleotids
complementaris a una de les cadenes del DNA formiahtuna estructura bicatenaria
hibrida de RNA i DNA. Al cap d’'uns quants nuclegtida cadena es desenganxa del

promotor i comenca l'allargament de la cadena dARN
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Fig. 3.6. Allargament de la cadena de RNA durarttdnscripcio.

Aquest mecanisme es dura a terme fins arribaea seqiencies que indiquin que la
traduccié s’ha acabat. Llavors, 'RNA es desengatedatot de la cadena de DNA que

esta transcrivint i ja estara perparada per stetia membrana nuclear.

Totes les molécules de RNA, en acabar-se de itzatet experimenten una
modificacio de la seva estructura que s’anomenauraaib. En les cél-lules procariotes,
com gue no tenen membrana nuclear, mentre s’estdafdéranscripcio, a I'extrem de
I'RNA formant-se, es comenca la traduccio directain@er tant, 'RNAmM no madura

pero I'RNAt i FRNAr si que ho fan.

La modificaci6 més extensiva dels transcrits primmaé lloc a 'RNAm de les
cel-lules eucariotes, i a 'RNAt de les eucaridtdmcteris. Els transcrits primaris de
RNAmM eucariotics, estan formats per sequénciescgdéiquen el gen (exons), pero
també té sequiéncies que no el codifiquen (intrgms)) que serveixen per reduir el
nombre de mutacions del gen. En un procés anorsplieing, els introns son eliminats i

els exons s’uneixen per formar una seqiiéncia amat@npunt per ser traduida. Un cop



feta aquesta operacio, a I'extrem 5’ de la cad&fageix un cap i a I'extrem 3’ una cua
de residus d’adenina anomenada poli-A. La funcamdésts cap i cua no s’ha acabat de
determinar encara. A I'RNAt també s’eliminen intson alguns altres fragments de

sequeéncia.

Els transcrits primaris de RNAr (pre-RNAr) tambétgixen una maduracio
postranscripcional: en acabar la sintesi de larmadke RNA, aguesta es trenca en

fragments més petits que formaran les subunitadsdmiques.

Finalment, la maduracid més espectacular és lapgteix el transcrit primari de
I'RNAt. Aquest, agafa una configuracié en l'espai #orma de trévol: apareixen
fragments que s’aparellen entre ells formant unbleda@adena de RNA, i també
apareixen tres zones que no es poden aparellanefobucles. A continuacid, un enzim
talla part d’RNA de I'extrem 5. A I'extrem 3’ tangbes talla una curta seqiéncia de
RNA, i a canvi s'afegeix un trinucleotid terminalC&-3’, al qual, durant la traduccio

s’afegira un aminoacid.

Lloc d'unid amb OH
—

l'arninoacid

Fig. 3.7. RNAt madurat formant I'estructura en ferafe trévol.



Algunes bases nitrogenades del transcrit primramedifiquen. Al bucle inferior, hi
ha una sequéncia de tres bases nitrogenades ardarsmtacodd, que €s molt important
durant la traduccié ja que és complementaria abbor® (fragments de tres bases
nitrogenades) de I'RNAm, i, per tant, relacioname$satge del DNA (transcrit a RNA)

amb els aminoacids, que formen les proteines.

Traduccio

La traduccio és el pas de la informacio transmtartper 'RNAm a proteina. Es un
procés complex que es produeix a continuacié deatsscripcio al citoplasma, ja que
s’'uneixen els tres tipus de RNA i interactuen jumgat amb molts enzims per formar la
cadena peptidica. Té una despesa energética nalted gasten diverses molecules de

GTP.

El missatge que porta I'RNAm és llegit dins I'estiura del ribosoma pel RNAt, el
qual posara I'aminoacid especific per a cada cedqiencia de tres bases nitrogenades).
L’RNALt és, doncs, especific per a cada codé i peda aminoacid. Per aixo cal un codi
gue relacioni els codons amb els aminoacids. Aquedit que s’anomena codi genétic,
és universal per tota la matéria viva i degenagag vol dir que a cada codd no i
correspon un aminoacid diferent, siné que un sahaatid pot codificar varis codons

diferents segons la seguent taula:



Segona lletra

u a A G
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Fig. 3.8. El codi genetic.

El pas previ per comencar la traduccié éstlvacio d’aminoacids Durant aquesta
fase, un enzim anomenat aminoacil-ARN-t sintetdsacarrega d’unir cada aminoacid
del medi amb el seu RNAt especific pel seu extrefrac acceptor). Aixi es forma el

complex de transferéncia.

Un cop formats els complexos, comenca la tradudeid la iniciacio, 'RNAmM
s’uneix a la subunitat petita d'un ribosoma, i UNAR que porta metionina s’enganxa al
coddé AUG més proper a I'extrem 5’. A continuacié, dubunitat gran del ribosoma

s’'uneix a la subunitat petita tancant 'RNAt dirigreh cavitat anomenada P.

Tot seqguit s’inicia l&llargament de la cadena polipeptidica. A la cavitat A del
ribosoma, s’hi afegeix un RNAt (d’anticodé complertaei al codo de 'RNAmM) amb el
seu corresponent aminoacid. Entre I'aminoacid B&IAt de la cavitat P i I'aminoacid
de 'RNAt que s’acaba d’afegir a la subunitat A fesna un enllag peptidic, i el primer

RNAt transfereix la cadena peptidica a 'RNA quaksc d’arribar. A continuacio, el



ribosoma es desplaca una distancia d'un cod6 emdiir 5° > 3, i el segon RNAt

gueda col-locat a la cavitat P deixant I'espaiidrd.

RNA-t

RNA-t
entrant

sortint

—> Direccid

del ribosoma

- 3 Y M ¥
Codd Codéd Codé Codé Codd Codéd
aa, aa, a8, aa, a8y a8, a8,

Fig. 3.9.Allargament de la cadena peptidica.

Aquest procés es repeteix fins que el ribosomzatimn codd de STOP, que, tal com
veiem a la taula del codi degenerat, son UGA, UAMAG. Al lloc d’aquest codé s’hi
ha posat un factor de finalitzacio i, en desplaga®el ribosoma, s’allibera la cadena
peptidica. Finalment, les dues subunitats del almases separen.

"-.

%, Cadena ‘-~
e polipeptidica

completa

RF1 e j RF1
ARMN-m £

Codd de finalizacid

Fig. 3.10. Finalitzaci6 de la traduccid. El ribosarha trobat
el factor de terminacid i s’allibera la cadena pilita.



Normalment, en una mateixa cadena de RNA missdigdra varis ribosomes
traduint alhora. A més, en bacteris, com que nlmahinembrana nuclear, mentre s’esta

acabant de transcriure I'RNAm, per I'extrem 5’ jasscomencat a traduir.

ADN

ARN polimerasa

Ribosomes

Fig. 3.11. Traducci6 simultania d’'una mateixa cadele RNAmM.



4. LES PROTEINES

Les proteines son les macromolécules biologiques abundants i estan presents en
totes les cél-lules. Presenten gran diversitat almes i mides. Sén essencials per
determinar les caracteristiques d’un individu ja gan la maquinaria enzimatica per fer
la sintesi de DNA i RNA per dur a terme lexctivitats metaboliques i energetiquesle

la cel-lula, i per regular-les.

Les proteines consisteixen en una 0 meés cadetipegi@iques, que son polimers
formats per la unié d’aminoacids. Existeixen 20 ravacids que es troben en totes les
proteines dels éssers vius. Aquests tenen unz@artna i una part que és diferent per

cada un, que es sol indicar amb la lletra R:

Ry O

i

H}_H— III—C— OH
H

Grup Grup

Amine Carboxil

Fig. 4.1. Estructura d’'un aminoacid.

Dues molecules d’aminoacids es poden unir. Ertgeup carboxil d’'un aminoacid i

el grup amino d’un altre es forma I'enllag peptidic

i il oo
HyN—C—C—0OH + HZN—C—C—0OH —» HN—C—C—-N—C—C—0H + HOH

[ | I I

H H H H H

Enllag peptidic

Fig. 4.2. Formacio d’'un enllag peptidic.

L’aminoacid que queda amb un grup amino lliureetaena amino-terminal, i sera
el primer de la cadena peptidica, i el que tinguiguup carboxil lliure s'anomena

carboxilo-terminal i sera I'tltim. Els grups terrala de tota la cadena queden ionitzats.



La unié consecutiva d’aquests aminoacids va fotnes) cadenes polipeptidiques.
Cada cadena té una combinacié d’aminoacids Uniess@nomena estructura primaria,
que s’anira plegant degut a les rotacions que péefeals enllacos i a les interaccions
debils entre la mateixa moléecula. També es formehagos debils, que sén
principalment enllacos pont d’hidrogen, ponts disylforces de Van der Waal, etc.

L’estructura tridimensional que adquireix s’anomesfuctura nativa.

Algunes proteines poden adoptar formes repetjtigege s’anomenen estructures
secundaries. Les més tipiques son la heligue té forma helicoidal degut a la formacio
d’enllagcos pont d’hidrogen molt regulars, i la l&amp (o lamina plegada), que es forma
pel plec en zig-zag de la cadena polipeptidica’gparicié d’enllagos pont d’hidrogen

entre aminoacids molt allunyats entre si.
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Fig. 4.3. A l'esquerra, estructura en forma de ida)p (o lamina plegada), i a la dreta,
estructura en forma d’héli.

El més habitual, pero, és trobar proteines quetadestructures que combinin les
estructures secundaries anteriors i altres. Aes, proteines prenen forma esférica o

globular, que és la que els dona les propietatscéfsgues a cada una. Entre estructures



secundaries es formen @lsurns, que sén girs provocats per determinats @wids que

no poden formar estructures secundaries.

Fig. 4.4. Exemple de proteina formant una estructerciaria en la qual es poden apreciar
fragments en forma d’helix(de color vermell) i en forma de lamiggde color lila), i els?

turns, de color groc.

Finalment, les proteines poden formar estructupesternaries en unir diverses

cadenes polipeptidiques en forma d’estructuresrigs.

Les proteines poden patir un procés de desndhacith, que vol dir que perd la seva
estructura. Les causes d’aquest fenomen son qobkdesracio del medi en el qual estan
dissoltes, com per exemple I'augment de la tempexael canvi del pH, la polaritat del
dissolvent, etc. Normalment la desnaturalitzacit g reversible, perod de vegades és

impossible que la proteina torni a la seva formgiral.



5. ENGINYERIA GENETICA

L’enginyeria genetica, també anomenaelenologia del DNA recombinant és un
conjunt de tecniques moleculars per localitzalamilterar i estudiar segments de DNA.
La paraularecombinants’utilitza perqué sovint I'objectiu és combinar BNle fonts
diferents. El descobriment de la capacitat de maaipels gens, ha proporcionat
informacié nova sobre l'estructura i la funcié degens, i per tant s’han modificat

conceptes fonamentals de la geneética.

La primera vegada que es van produir microorgassamb molécules de DNA
recombinant va ser al 1973, per un grup de ciestidintre els quals hi havia Stanley

Cohen i Herbert Boyer.

A part de la utilitat que té per a la genética, thcniques també s’utilitzen en altres
camps com la bioquimica, la microbiologia, la bgio del desenvolupament, la
neurobiologia, I'evolucid, I'ecologia i la medicinA més, han aparegut noves industries

com la biotecnologia.

La tecnologia del DNA recombinant requereix mésod®lt especials, ja que els
gens son extremadament mindsculs, i no es podesnatrs Aquest és segurament el

problema més gran que ha hagut d’afrontar I'engiaygenética.



Téchigues de DNA recombinant

Les tecniques que s'utilitzen en aquest ambityradg de les quals explicarem més
endavant, son les seglents:

-Localitzacié de sequéncies especifiques de DNA

-Tecniques per a tallar i enganxar DNA en llo@csos.

-Procediments per amplificar sequéncies de DNAomsl de vegades, per produir
copies suficients per poder treballar.

-Métodes per transferir seqiiéncies de DNA a dés$ lkeceptores.

Tall i unié de fragments de DNA

A finals de la década del 1960 es van descobisr emzims que serien clau pel
desenvolupament de I'enginyeria geneticaealams de restricciéo endonucleasas de
restriccid, que reconeixen i estableixen talls a I'esqueletsdcres i fosfats de les
molécules de DNA en sequencies de nucleotids dgpexs. Aquests enzims son
produits de forma natural pels bacteris, els geklaitilitzen per defensar-se contra els
virus, ja que les endonucleasas tallen el DNA vAatualment, a partir de bacteris s’han

aillat més de 800 enzims de restricci6 diferents.

Els podem dividir en tres grans grups segongestde tall que fan i els extrems que
deixen:

-Tipus I: reconeixen sequeéncies especifiques, talien el DNA en llocs allunyats
de la segliencia.

-Tipus llI: reconeixen sequencies especifiquaien el DNA en llocs propers.



-Tipus II: reconeixen sequencies especifiquedlarteel DNA dins la seqiiéncia de
reconeixement. SOn les més utilitzades per fertrelsalls d’enginyeria genética. A

diferencia dels altres dos grups, no requereixeR.AT

La major part de sequiéncies de reconeixement temea 4 i 8 parells de bases i son
palindromiques, és a dir, es llegeixen igual eredtdiid contraria, com la paraula
“madam”. Si mirem la figura inferior, podem observpe, de les dues cadenes que
tenen, la sequiéncia de la cadena d’'abaix és laxaajee la de dalt pero invertida. Tots

els enzims de restriccio del tipus Il reconeixaqiigacies palindromiques.

Enzim Microorganisme a partir del qual Seqiiéncia de reconeixement Tipus de fragment final
s'ailla I'enzim produit
BamH| Bacillus amyloliquefaciens 5'—GVCATCC—3’ :
3 CCTAGG-3" Cohesiu
: . _ )
Cofl Clostridium formicoaceticum gl:g(cjg(cjig Cobesil
T
L
Dral Deinococcus radiophilus 5'- TTTAAA-3’ Bom
3-AAATTT-5
0
EcoRl Escherichia coli 5-CAATTC-3' .
3'CTTAAG-5' Cohesiu
EcoRll Escherichia coli giggﬁggzgl Capad
f
i
Haelll Haemophilus aegyptius 5-EGEC5 Bom
3-CEEG5
T
!
Hindlll Haemophilus influenzae g‘:ﬁggx:g Soneait

Fig. 5.1. Caracteristigues d'alguns enzims de iesith usats amb freqiiencia en I'enginyeria

genética.



Alguns d’aquests enzims tallen el DNA de formeeralada, com per exemple
Hindlll, i generen fragments amb extrems monocateaessobresurten:

5-AAGCTT-3’
3-TTCGAA-5’

T
¥

5-A AGCTT-3
3-TTCGA A5’

Fig. 5.2. Tall que genera I'enzirlindlll a la seva seqliencia de reconeixement. Lescliade

color vermell representen el lloc per on tallen efgims.

Aquest tipus d’'extrems s'anomenemtrems cohesius(sticky ends perque sén
complementaris a la perfeccié i per tant tenendroid a ajuntar-se facilment. Per tant,
dos fragments de DNA tallats per el mateix enzimgran extrems complementaris i
s'aparellaran. Després, un enzim anomdigaisa podra unir de forma permanent els

fragments mitjancant els sucres i fosfats.

No tots els enzims de restriccié formen els exsrammhesius. Per exempleyul
talla pel mig la sequiéncia de reconeixement. Aguegirems s’anomenen extrems roms,

I S'uneixen de forma diferents que els extrems siise

NS

5'-CAGCTG-3’
3-GTCGAC-5

T
NS

5-CAG CTG-Z
3-GTC GAC-5

Fig. 5.3. Tall que genera I'enziRvul a la seva sequéncia de reconeixement. Les fatge

color vermell representen el lloc per on tallen e@hims.



Per dur a terme la reaccié de restriccio, cal gna@pen un tub petit una solucié
concentrada de DNA purificat amb una solubififer i una quantitat proporcional de
'enzim de restriccié que s'utilitzara. La reac@@scalfa a una temperatura optima

(37°C) per a I'enzim.

Visualitzacié dels fragments de DNA

Per comprovar si la reaccié de restriccié ha fomaf, el que cal és obtenir el DNA
del vector i el DNA de l'inserit clarament separger poder distingir-lo. La Unica

manera de fer-ho és mitjangant I'electroforesi.

L’electroforesi és una tecnica bioquimica que preeparar molécules en funcié de
la seva mida i la carrega eléctrica. Per sepamrnmelecules de DNA s'utilitza
I electroforesi en gel Per aix0, en primer lloc cal preparar un gel powquest gel
sovint esta fet d’agaro$da qual es fon en una dissolutitfferi s'aboca en un motlle.
Quan es refreda, I'agarosa solidifica adquirint texdura semblant a una gelatina forca

rigida.

Un cop tenim el gel, el submergim en lbaffer, i en un dels extrems li fem uns
foradets rectangulars amb un motlle dentat. En siguerats hi haurem de posar les
solucions de DNA que volem mesurar, i en un diellsaurem de posar una solucié amb
fragments de DNA dels quals es coneix la seva fodg{ladder), que servira per
comparar la mida del DNA que estem estudiant ambMNA model. A continuacio,

sotmetem el gel a un corrent eléctric, que crearpal positiu i un de negatiu. Com que

" Buffer. tamp6 que s'utilitza per mantenir les condicidegpH estables (en una dissolucio, per
exemple).
8 Agarosa: polisacarid (gltcid poliméric) que s’extde les algues marines.



el fosfat de cada nucleotid té carrega negatigafragments de DNA migraran cap al pol

positiu. Durant aquesta migracio, els fragments gréss de DNA s’aniran encallant

entre la xarxa d’agar que forma el gel i els tresswés petits es desplacaran més

facilment. Aixi s’aniran separant els trossos deAl¥égons la seva longitud.

(a)
Pipeta —_
/‘ | Jte
‘ ; T Foradet
L —20Cel
1 @
(b)

Sl y — Foradet
T B !

. /@( Fragment gran
i F {

Fragment petit

(c)

u———4 = ! Foradet

s ——— Fragments grans

| e I

S ——— Fragments petits

Fig. 5.4. Electroforesi. A la imatge (a) veiem cesncarreguen les mostres al foradets i

com passa una corrent pel conjunt. A la imatgev@@m com els fragments de DNA

migren cap al pol positiu i els fragments petitgran més rapidament. A la dltima imatge

(c) veiem el resultat de I'electroforesi.



Ara bé, un cop hem fet la practica, hem de bugnarmanera per veure el que hem
fet, ja que el DNA és massa petit per veure’'s anullo al microscopi optic. El
procediment més senzill que es fa per solucionagshia tincié del gel amb un colorant
anomenat bromur d’etidi, que té la capacitat ditdtar-se fortament als nucleotids. En
exposar-se el gel tenyit a llum UV, el bromur dletemet una llum fluorescent

ataronjada, que permet veure on hi ha el DNA.

Fig. 5.5. Fluorescencia emesa pel bromur d’etidegposar-se a llum UV, que permet

identificar perfectament on hi ha DNA.

Clonaci6 génica

Els métodes de recombinacio del DNA requereixeltan@opies del DNA especific
sobre el qual volem treballar. Una manera de feéhimtroduir el fragment a un bacteri

perqué aquest repliqui el DNA, obtenint copies iigres a la original.

Per fer la clonacid, és imprescindible wactor de clonaci¢ que consisteix en una

molécula de DNA amb capacitat de reproduir-se,quéd se li pugui afegir el fragment



de DNA que es vol clonar. Aquest vector, s'intredua una cél-lula perqué el

multipliqui.

Els vectors de clonacio tenen tres caracteristiompsrtants:

-Un origen de replicacio.

-Marcadors sel-leccionables que permetin ideatifiles cél-lules amb vector
(com resistencies, per exemple).

-Punts de restriccié unics en els que es pugeriar un fragment de DNA.

Els tipus de vectors de clonacié més utilitzatple tot seguit explicarem breument,

son els vectors plasmidis i els bacteriofags.

Elsvectors plasmidis com ja hem explicat anteriorment, s6n molécuiesilars de
DNA que existeixen de forma natural als bacteris. due s'utilitzen en la genética
molecular, es preparen a partir dels plasmidis raltumés grans. Tenen totes les
caracteristiques que tenen els altres vectorsaraai, i en especial, se solen escollir
resisténcies a antibiotics com a marcadors, de rmane si cultivem tots els bacteris
amb els que hem treballat en un medi que contimguntibiotic, només sobreviuran els

gue hagin absorvit el plasmidi amb resisténciauesigmateix antibiotic.

Hi ha diverses maneres de fer la clonacio utiitzplasmidis. Per exemple, la
clonacio de restriccidé funciona digerint un plasimidn fragment de DNA mitjancant el
mateix enzim, de manera que es formaran extremssaghi alguns dels fragments de

DNA s’uniran al plasmidi. Aquest sistema porta desdatges, ja que el plasmidi es pot



tornar a enganxar pel mateix lloc on s’ha separat, DNA pot unir els seus propis

extrems formant minUscules sequéncies circularswamgnl gen.

(a) Clonacid de restriccio

Plasmid

DNA estrany
EcoRl
¥

Extrems cohesius
complementaris

DNA ligasa

Fig. 5.6. Clonacio génica d’'un fragment de DNA amitjant vectors plasmidi

i la clonacio de restriccio.

Un altre sistema de clonaci6 amb vectors plasmédi, mitjancant una cua
homopolimerica (també anomenadding). Consisteix en crear extrems cohesius sobre
peces de DNA amb extrems roms. Primer es digeteDNA que es vol insertar i el
DNA del plasmidi de manera que quedin extrems rofsontinuacio, un enzim

transferasa uneix una sequéncia monocatenariaggayu® sol ser d’adenines al plasmidi



i timines (complementaries a I'adenina) a l'inseatels extrems roms. Finalment, la
DNA polimerasa acaba de sintetitzar els nucledtim®plementaris que faltin, i ja es
podra produir la unid.

(b) Clonacid per "tailing" o cua
homopolimérica

Plasmid DNA estrany

Extrems cohesius
complementaris

DNA ligasa

Fig. 5.7. Clonacio géenica d’'un fragment de DNA aritjant vectors plasmidi

i la clonacié mitjangant una cua homopolimérica.



Un cop col-locat el gen dins d’'un vector plasmadil transformar-lo a bacteris. La
transformaci6 és la capacitat dels bacteris de captar DNA dabiant extern. Aquest
procés el poden fer de forma natural, pero de \egadl tractar els bacteris de forma

quimica i fisica.

Els vectors bacteriofags sén un tipus de virus que tenen la capacitatjattar el
seu DNA a bacteris. La transferéncia del DNA éstnedicac, i a més, es poden
reemplacar fragments curts de DNA del bacteriofag mp son utilitzats, pels fragments

de DNA que volem multiplicar.

Quan I'objectiu de la clonacid génica no solan@nteplicar el gen, siné que també
és produir la proteina que codifica, utilitzerectors d’expressio Hi ha un problema,
pero, i és que la transcripcio i la traduccié sdferdnts en bacteris i en cel-lules
eucariotes. Per tant, els vectors d’expressio,radeportar incorporats un origen de
replicacio, els llocs de restriccio i els marcadseteccionables, contenen sequéncies
necessaries per a la transcripcio i la traduccio:

-Un promotor bacteria. Es una sequéncia de DNA a la qual suleiRNA
polimerasa per a iniciar la transcripcié. Marcalil@ccié de la transcripcid, quina de les
dues cadenes de DNA sera utilitzada com a moté#eseu punt d’iniciacio. S’activa en
preséncia de substancies especifiques en el medi.

-Una sequiéncia de DNA que en transcriure’s a Rueix un lloc de fixacié
al ribosoma bacteria.

-Sequeéncies d'iniciacio i terminacié de la traimio bacteriana.

-Gens reguladors i operadors.



El promotor bacteria i el lloc de fixacid del rdmma solen estar col-locats cap a
I'extrem 5’ del lloc de restricci6. Quan el plasinies col-loca al bacteri, la RNA
polimerasa s’uneix al promotor i transcriu el DNéserit al plasmidi. Els ribosomes

s’uniran al lloc de fixacié de 'RNA i traduiran $&quéncia per a formar proteines.

Reaccid en cadena de la polimerasa

Com que els gens son fragments molt petits i tidt<ONA de la cel-lua, abans de
treballar-hi cal aillar-los i amplificar-los. Fired 1980, la Unica manera d’amplificar el

gen era clonar-lo, transferir-lo en un bacteriikdeque aquest el repliqués.

Al 1893, Kary Mullis, de Cetus Corporation, va @miar una manera per amplificar
els gens en poques hores i dins d'un tub d’astaigaccié en cadena de la polimerasa
(PCR). A partir de molt poques molécules de DNAJfi tot una) es podia aconseguir

milions d’'aquest.

La PCR es basa en el sistema de replicacié del :DiNpartir d'una molécula de
DNA, s'utilitza cada una de les dues cadenes peetsizar-ne una de complementaria,
de manera que obtenim una molécula de dues cadkmdia a I'original. Per aixo, es
necessita el tros de DNA inicial que es vol amgaifii un encebador que s’enganxi a la

cadenes i incorpori nucleotids.

L’encebador és molt important, perque depenemjuile s’utilitzi, el punt de partida
de la replicacid sera diferent. Aquests son fradmenrts de 17 a 25 nucleotids de

longitud complementaris a les sequéncies conegdeleshotlle. Cada cadena necessita



un encebador diferent, i com que la replicacididsdrcional, un encebador anira cap a

una direcciéforward prime) i I'altre anira en direccio contrarieererse primey.

Per preparar la PCR, es comenca amb una solucioNi& que es vol replicar, la
DNA polimerasa, els encebadors complementaris ssaodel fragment de DNA, els
quatre tipus de desoxirribonucleosids trifosfatdTR), i ions de magnesi i altres sals
perqué es produeixi la reaccid. La solucié es gosama maquina anomenada ciclador

térmic dins la qual es poden aconseguir tempeaaltissimes durant el temps desitjat.

Fig. 5.9. Maquina de la PCR.

La reaccio es divideix en tres fases:

-Fase 1: la solucio es calenta a entre 90°C i @@fant pocs minuts, perque els
enllagcos que uneixen les cadenes es desfacicatEnes de DNA es separin.

-Fase 2: el DNA es refreda rapidament a 30-6%f@rd un minut per permetre que
els encebadors s’enganxin a la cadena per la nal@anplementaries.

-Fase 3: la solucid s’escalfa a 60-70°C perqueN& polimerasa pugui sintetitzar
cadenes de DNA complementaries al motlle. Al capndtemps es formen dues

molécules noves de DNA per cada molécula de DNgirual.



En repetir aguest cicle de tres fases es va dunlla quantitat de DNA. Es poden fer

fins a 30 cicles, i obtenir, doncs, 1.073.741.82dies del DNA original.

Doble cadena

Fornard
primer  Backward
primer
+

P —

_*

inicial
Fase 1:
separacid
de cadenes
—

Fase 2 unid
dels encebadors

Fase 3:
extensid

Primer
cicle

Fig. 5.10. Funcionament de la PCR.

1 —
1 —

—
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P
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Tercer
cicle

La DNA polimerasa que s'utilitzava al comencamerat la del bacterEscherichia

coli, pero en arribar als 90°C, I'enzim es desnataeld. Per tant, es va buscar un enzim

que resistis aquestes temperatures. La DNA polsaeque duu a terme aguesta

replicacio artificial és un enzim molt especial gi@anomena Tag polimerasa. El nom

Taq ve deThermus aquaticysjue és el bacteri que el sintetitza. Aquest biaétemolt

especial perqué viu als manantials d’aigua caldeteParc Nacional de Yellowstone, i

per tant els seus enzims estan acostumats a &nebalitemperatures molt elevades i no

es desnaturalitzen a 90°C.

Aplicacions de I'enginyeria genéetica




Algunes de les aplicacions més importants de dadlegia del DNA recombinant
son I'elaboracié de productes farmaceéutics a pdetigens humans, la creacio d’aliments

transgenics i la terapia génica.

Productes farmaceéutics

L’enginyeria genetica va revolucionar el camp dddrmacia, ja que per primera
vegada, es podien insertar gens humans a bacfeesjesprés sintetitzarien la proteina
gue el pacient no podia fabricar. Utilitzant aqusestema, s’ha elaborat productes com la
insulina, la hormona del creixement huma, factoes adagulacié (necessaris pels

hemofilics), etc.

Productes per a I'agricultura

L’agricultura també s’ha vist modificada per I'émgeria genética. Per exemple, es
pot insertar resisténcies contra virus a les ptapErqué no es puguin infectar per
aquests. Per eliminar les plagues sense I'Us dpiipldes quimics, es pot afegir a les
cel-lules vegetals gens que fabriquin toxines, dmara que quan els organismes
perjudicials vulguin menjar-se les plantes, es mofambé és possible incorporar gens
que donin resistencia a la planta vers herbicidaprats per eliminar maleses que

competeixin amb la planta (per buscar aigua, llmtrients, etc.).

D’altra banda també s'utilitzen aquestes tecniquers millorar el rendiments dels
animals. Per exemple, es va aillar el gen de Ianboa del creixement bovi i es va
clonar enEscherichia colique té gran capacitat de produir proteines, yi@nmistrar-la

a vagues i augmentar la produccié de llet. Fing, itha pogut modificar les proteines de



la llet d’alguns animals (com per exemple, afegingen de la coagulacié de la sang en

humans) per tractar a pacients amb hemofiliaesltmalalties.

Aquestes modificacions, pero afecten greument equllibri ecologic dels
ecosistemes. A més, poden sorgir efectes secundans la transferéncia dels gens
inserits en les plantes tractades, cap als orgasigarjudicials per a la planta. Llavors,
tan els organismes perjudicials com les plantegiestio tornarien a estar en la mateixa

situacio que a l'inici.

Terapia genica

La terapia genica és la transferéncia directa ates gls éssers humans per tractar
malalties genetiques. Per dur-la a terme, cal ikzeali clonar els gens causants de la
malaltia determinada, i crear un vector especial jpugui proveir de marena eficag els
gens a les cél-lules humanes. Els vectors utditztn virus com els retrovirus,

adenovirus, etc.

La primera vegada que es va tractar a un paaebtia terapia genica va ser al 1990
I ho va fer W. French Anderson. Ell i el seu equgn aconseguir transferir un gen
determinat a una jove amb immunodeficiencia condangreu. Actualment, s'utilitza
per a tractar malalties genétiques diverses, camoalalties cardiaques, i fins i tot

algunes malalties infeccioses com la SIDA.

El métode emprat consisteix en extreure cel-ldespacient, cultivar-les amb els
vectors recombinants i finalment introduir altegada les cél-lules al pacient. Alguns

cops es pot injectar directament el vector al @$pdcient.



1. Extraccio de 2. Creacio d'un
cellules del pacient ! vector recombinant

. amb el gen gue es
w;ﬂ.@

vl insertar.
7. les cellules

modificades expressen
el gen.

3. S'inserta
el gen al
vector.

B. s'injecten les cellules
modificades al pacient

4. Es cultiven les
cellules del pacient amb
el vector.

5. Les cellules admeten els
gens del vectar,

Fig. 5.11. Esquema de la terapia genica.

Tot i que teoricament és molt efectiu, a la pcacto sempre funciona, ja que hi
poden haver respostes immunitaries inesperadesanaferencia és dificil que surti
correcta, i s’ha questionat la seguretat de latiggadegut a la mort de pocs pacients i a

I'aparicié d’efectes secundaris (leucemies, pengxe).

Fins l'actualitat, la terapia génica nomeés estmraen cél-lules somatiques, que soén
aquelles que no estan implicades en la reproduteidindividu, i que per tant no
afecten a la descendencia. Tot i que també éshp@sgilicar-ho en cel-lules sexuals, hi

ha un impediment étic, ja que s’altera el matgy@detic de la descendéncia.



6. PART EXPERIMENTAL

L’objectiu principal de la part experimental dedliall €s aconseguir que un cultiu de
cel-lules humanes puguin sintetitzar una proteenendmbrana (anomenada 4F2), unida
a una altra proteina, no propia de cel-lules eoiem,i que li dona fluorescencia
(s’anomena GFP), la qual cosa ens permetra vewelggen que codifica la proteina

s’ha incorporat a la cél-lula eficagment.

Per fer aquestes practiques, ha estat fonamé&ateés al Parc Cientific de Barcelona
degut a I'exigencia d’aparells i maquines molt esfigues (com la maquina de la PCR o
I'espectrofotometre), i de substancies de moltcilliiccés (per exemple, les solucions

amb DNA).

Basicament, el procediment que hem seguit égékesd:

1. Identificar el caracter: en el nostre cas, hem identificat el gen que wadif
proteina GFP i els plasmidis de bacteris que centehgen de la proteina 4F2.

2. Amplificar el gen mitjancant la PCR: aillar i clonar el gen que hem identificat
per tenir varies copies.

3. Digestié enzimatica:tallar el plasmidi i el gen per uns punts deteatsrperqué
encaixin.

4. Lligacié del plasmidi per obtenir el vector: unir el gen amb el plasmidi per
formar el plasmidi recobinant, que sera un mitjatnsferir el gen que volem.

5. Transformacié de bacteris amb el vector i reproduc®: Transferim els
plasmidis vectors als bacteris. Cultivem els b&tperqué es reprodueixin i a la

vegada multipliquin el plasmidi.



6. Transfeccié a cel-lules eucariotestireiem els vectors dels bacteris i els
transferim a cel-lules eucariotes (Human Embri#hdney 293T, en el nostre cas).
7. Microscopia: Observem al microscopi com aquestes ceél-lules HERT

expressen el gen de la fluorescencia (GFP) univtzijmes de la membrana (4F2).

La proteina amb la que treballarem s’anomena 432uina proteina transmembrana,

el gen de la qual mesura 2100 parells de bases.

Fig. 6.1. Representacio tridimensional de la pnosefF2.

El gen de la fluorescencia (GFP) medeix 690 padsl bases. Aquest gen codifica a

una proteina que volem que s’expressi unida aoi@jma 4F2.

Fig. 6.2. Representacio tridimensional de la pno&eGFP.



El plasmidi que utilitzarem (pTrcHis) és un pladimper expressar la proteina. Si
n’haguéssim utilitzat un altre que tingués un prmmeucariota i que no fos inductible
(que fos constitutit?), s’hagués expressat millor en les cél-lules h@mnan transfectar-
lo. En el seu moment no disposavem d’ell. Aquessipidi, que conté el gen per
expressar la proteina 4F2, medeix 3000 parells dsed) conté resistencia a
I'ampicil-lina, i el promotor porta IPTG, que és amaleg a la lactosa. Erimer

(encebador) s’enganxa quan hi ha IPTG al medi.

Promotor de IPTG
iy
N

4F2ED

pTrcHis

Amp’

Fig. 6.3. Esquema del plasmidi amb el gen de GBErih

és a dir: esquema del vector.

Els bacteris als quals insertarem el plasmidi ashbgen de GFP lligat sén
Escherichia colii les cél-lules eucariotes a les que finalmestdferirem el plasmidi

s’anomenen HEK 293T (Human Embrionic Kidney 293T).

® Plasmidi inductible: plasmidi que només expresdsaseus gens en condicions del medi
determinades. En el nostre cas, els gens nomgze&sen quan hi ha IPTG en el medi.

1% plasmidi constitutiu: plasmidi que expressa sergseseus gens independent del medi en el
qual es troben.



Primera sessi6

Amplificacié del gen mitjancant la PCR: Polymerase Chain ReactigReaccié en
Cadena de la Polimerasa). L'objectiu d’aquestaciéags copiar un fragment de DNA
(gen) desitjat milions de vegades a partir d’'unangitat minima. En el nostre cas volem
amplificar el gen de GFP. La técnica de PCR queltres hem utilitzat s’anomena PCR
basica.

1. Enun tub eppendorf afegim:

-0,5 ul de DNA de plasmidi de bacteri
-0,33 pl dd~orward primer

-0,33 pl deReverse primer

-1 pl de dNTPs (desoxinucleotids trifosfat)

-EnzimTaqgpolimerasa (0,5 pl)

-15,3 pl d’HO (fins a 20 ul)

2. Agitem la mescla.

3. Posem ala maquina de PCR els tubs eppendorf. Gesnllanga és la cadena que
volem, necessitem meés temperatura. Com més guaaittsina hi ha, com que els
enllacos entre elles son més forts, també necessitemnés temperatura. A menys

temperatura, meés risc hi ha de quepeisiershibridin en llocs incorrectes.

a. 94°C, 15 segons



b. 64°C, 30 segons

C. 72°C, 2 minuts

d. 94°C, 15 segon

e. 64°C, 30 segon x 20, afegint 5 segorala cicle.
f. 72°C, 2 minuts

g. 72°C, 7 minuts

Ara tenim una solucié de DNA de plasmidi, enzimgQH gens de GFP.

Electroforesi: L'objectiu de I'electroforesi és separar tots tgisis de molécula que
hi hagi en els tubs eppendorf de la PCR, per veust gen GFP, que és el que hem
amplificat, és el que més abunda i que aixi el pogaillar. Es una prova per comprovar

gue la PCR ha funcionat correctament.

1. Gel agarosa 1%: 0,5 g de la pols es dissol en SfenAE (Tris acetat EDTA),
que és un tampo que manté el pH. També es pdratiTBE (Tris Borat EDTA).

Fem la dissolucié en un erlenmeyer.

2. Afegir 5 ul de bromur d’etidi (BrEt), que és un agque s’intercala fortament al
DNA i el marca. Com que s’hi uneix tan fortamerst,c&ncerigen i per tant és molt
perillés. Per aix0, nosaltres utilitzem SYBR® s&8fNA, que té la mateixa funcio

pero no és tan mutagenic.

3. Escalfar el medi de I'erlenmeyer una mica al micesperque es dissolgui bé el

medi.



4. Aboquem el liquid en un motlle que li dona formataagular i amb un altre

motlle fem uns forats a I'extrem negatiu, on afegirel DNA.

5. Submergim el gel en un medi liquid de TAtuffer).

6. Amb una micropipeta, afegim al primer forat un Lagdjue és una solucié de
DNA de diferents mides que servira com a referépeiacalcular la mida del DNA

gue volem.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use

bp 0S5 pg %

10000 300 6.0

EGDD 20,00 15.0

/7 8000 400 D
OA000 300 B0
3500 200 B0

3000 70.0 14.0

— 2500 250 50
2000 250 5.0
] — 1500 250 5.0
1000 60.0 120

750 250 50

— 500 250 50

|
B
o
S
P
o
=
n
=

Fig. 6.4. Imatge del Ladder que nosaltres hemtuéiti

7. Fer una marca al DNA que volem mesurar posant &t d®blau de bromofenol.

8. Amb una micropipeta, posem el DNA que volem mesatdorat del costat del

Ladder.



9. Creem dos pols de corrent eléctrica, un a cadatcdst recipient connectant dos

cables a un generador.

10.Com que el DNA té carrega negativa, les moleculss desplacaran

horitzontalment cap al pol positiu reptant pel gglgel és una xarxa de polisacarid, i
per tant a les molecules mes petites els costangsweptar. En canvi, les molecules
meés grans faran un recorregut més curt. Aixi, eADd¢ va classificant segons la

seva mida.

11.Comprovem que I'experiment hagi anat b&aping Tanquem la mostra en un

contenidor amb llum ultraviolada i fotografiem lastra.

Gens de GFP

_—

—

Fig. 6.5. Ha sortit el resultat que esperavem. Wedies bandes ben marcades de gens de GFP.

Purificacié de les bandesAguesta prova serveix per aconseguir tenir els gkn
GFP sol en un tub eppendorf sense estar barrejditsakires molécules (purificar el gen).
Les bandes sén les franges que queden al gelldetttforesi que indiquen els diferents

tipus de molecula que hi havia en el tub de la PCR.

1. Tallar les bandes del gen que nosaltres volem amthsturi sobre una taula que

emet llum ultraviolada que déna color.



2. Pesem els DNA en gel amb una balanca electrorésgant el pes del recipient

buit (0,891 g) al pes del recipient amb DNA.

Pes del PCR 1,091 g - 0,891 g = 200 mg

3. Afegir 1 pl debuffer per cada 1 mg de DNA. Aqudstiffer és un indicador de
pH i una mescla optima perquée el DNA s’enganxillaef A més, permet mantenir

el gel en un estat liquid tot i que es refredi.

4. Posar la mescla a 60°C perque el gel es diss@élgudissoldre’s bé, treiem el tub.

El bufferfunciona i per tant, el gel no es torna a soldifi

5. Centrifuguem perqué el liquid que hi pugui haver @stats del tub baixi a la

part inferior del recipient.

6. En uns altres tubs, posem un filtre anomenat colymoe no deixa passar el
DNA, pero en canvi si que deixa passar iffersi altres liquids. Aboquem el

contingut del tub anterior a dins la columna.

7. Centrifuguem durant 30 segons a 13,4 rpm perqb@ifédr travessi el filtre i el

DNA es quedi atrapat. Liencemmmifferdel tub i guardem el DNA de la columna.

8. Tornem a posar la columna al tub buit i afegim p0Qd’etanol al recipient.
L’efecte de I'etanol és deuffer que serveix per rentar sals, proteines, etc. gganh

quedat al filtre amb el DNA.

9. Posem el tub a la centrifugadora durant 30 segd&4arpm perque es filtri la
solucio i es separi el liquid del DNA. Buidem ebtple d’etanol filtrat i tornem a

centrifugar per netejar i assecar bé el DNA.



10.Posem les columnes en tubs nets per diluir el DNA.

11. Afegim 50 pl d’'un tampokuffen per mantenir un pH 8, ideal perqué es pugui fer
la dissolucid. Es important que la punta de la agipgeta no toqui la membrana del

filtre per no contaminar la dissolucio.

12.Centrifuguem durant un minut a 13,4 rpm perqueissotjui el DNA i travessi

el filtre. Llencem la columna.

Espectrofotometre: En questa practica utilitzarem una maquina anongnad
nanodropper mesurar la concentracié de DNA que hi ha engata de dissolucié dels

nostres gens GFP. Mesurarem la concentracio métjarig llei de Beer-Lambert:

En que A és l'absorbanci& és el coeficient d’extincio molar (depen de cada

substancia), | és la longitud de la cubeta, i e&®ncentracio.

1. Posem una gota del DNA dissolt i mesurem.

2. Posem una gota dmiffer.

3. La maquina descompta la diferencia i conta el DHIA s

4. Mirem els resultats i veiem que la concentraci®ti és de 2,8 ng/ul. Aixo vol

dir que la concentracié és molt baixa i és deggtie hem posat massa etanol i ens

hem quedat amb poca quantitat de DNA.



Digestié enzimatica: Aquesta €s una part molt important de I'experimé&tseu
objectiu és tallar el plasmidi al qual volem insetigen (és el plasmidi que conté el gen
de la proteina 4F2) per uns punts determinatsnbéatallar el gen per uns altres punts
determinats de manera que, plasmidi i gen encpiiiraquests punts. L'accio de “tallar”

les sequiéncies de nucleotids s’anomena digestio.

Per fer la digesti6 utilitzarem dos enzims: BamHindlll. Cada un fa un tall en un
punt diferent del plasmidi i del gen, de manera ggeests encaixaran pels punts que

hagi fet el mateix enzim.

A la web www.reb.com mirem la compatibilitat delss enzims i veiem que, en el

buffer2, sén un 100% compatibfés

1. Enun tub eppendorf mesclem:

a. 5 puldel DNA.

b. 0,5 ul d’enzim BamHIi 0,5 pl d’enzim Hindlll.
c. 2 pl debuffer2 (manté el pH).

d. 13 ul d’'HOsi (fins a 20 pl).

e. Afegim 0,2 pl de BSA, que és una proteina que g&ike perque la

reaccio rendeixi més.

2. Centrifuguem el contingut durant uns 30 segoh®,a rpm.

3. Deixem gque es dugui a terme la digestié a 373 @ hores.

* Enzims compatibles: Enzims que quan participetsjen una mateixa reaccié enhufferdeterminat,
s6n actius un 100%.



Electroforesi: Aquest cop, volem aconseguir que en el gel esattdir una franja
ampla en la que hi hauran tots els vectors acumulata altra on hi hauran els inserits
(gens de GFP amb els extrems digerits que voleemrtarsal vector), per aixi poder

retallar aguestes bandes i tenir els vectorsinetxits separats.

1. Posem en el tub de les digestions enzimatiquesig plau de bromofenol.

2. Electroforesi com I'anterior.

» vector

- H -
inserit

Fig. 6.6. A l'esquerra veiem el ladder que sendsxeferéncia, i a la dreta veiem dues franges:
la superior sén els vectors (sén més grans i narsitogut desplacar gaire) i la inferior sén els

inserits (s6n més curts i s’han desplacat meés).

Purificacio de les bandesAquest procediment es fa per obtenir els vecters i

inserits aillats en tubs d’eppendorf. Es fa mitgrikits preparats.

1. Tallar les bandes amb un bisturi sobre la llumauviglada que déna color (vector

digerit i I'inserit).

2. Pesem els DNA en gel (digestions enzimatiquesbamesl pes del recipient amb

DNA, el pes del recipient buit (0,891 g):

a. Pes del vectorenelgel: 1,0/12g-0,891g=181m



b. Pes de l'inserit en el gel: 1,0567g — 0,891 g = tisp

3. Afegir 1 pl debuffer per cada 1 mg de DNA. Aquestffer és un indicador de
pH i una mescla optima perque el DNA s’enganxillaef A més, permet mantenir

el gel en un estat liquid tot i que es refredi.

4. Posar la mescla a 60°C perque el gel es diss@lgudissoldre’s bé, treiem el tub.

El bufferfunciona i per tant, el gel no es torna a soldifi

5. Centrifuguem perque el liquid que hi pugui haver @stats del tub baixi a la

base del recipient.

6. En uns altres tubs, posem un filtre anomenat codymgne no deixa passar el
DNA, perd en canvi si que deixa passar iffersi altres liquids. Aboquem el

contingut del tub anterior a dins la columna.

7. Centrifuguem durant 30 segons a 13,4 rpm perql@ifédr travessi el filtre i el

DNA es quedi atrapat. Buidemhfferdel tub i guardem el DNA de la columna.

8. Tornem a posar la columna al tub buit i afegim f0@’etanol a cada recipient.
L’efecte de I'etanol és deuffer que serveix per rentar sals, proteines, etc. ggah

guedat al filtre amb el DNA.

9. Posem els tubs a la centrifugadora durant 30 semdBs4 rpm perque es filtri la
solucio i es separi el liquid del DNA. Buidem ebtple d’etanol filtrat i tornem a

centrifugar per netejar i assecar bé el DNA.

10.Posem les columnes en tubs nets.



11. Afegim 50 pl d’'un tampdkuffen per mantenir un pH 8, ideal perqué es pugui fer
la dissolucid. Es important que la punta de la aipeta no toqui la membrana del

filtre.

12.Centrifuguem durant un minut a 13,4 rpm perquéigsotjui el DNA i travessi

el filtre. Llencem la columna.

Espectrofotometre: Per fer aquesta practica, utilitzarem una maquit@menada
nanodrop que mesura la concentracio de DNA que hi ha engata de dissolucié dels
nostres gens vectors. L'objectiu és saber si hute bona concentracié de vectors i

inserits al tub, i si s’ha fet bé la digestio.

1. Posem una gota del DNA dissolt i mesurem.

2. Posem una gota dmffer.

3. La maquina descompta la diferéncia i conta el DHA s
4. Mirem els resultats:

a. 8,3 ng/ul en el vector

b. 1,7 ng/ul en l'inserit.

5. Hem posat massa etanol i ens hem quedat amb panétgtide DNA.

Lligacié del plasmidi: Aquesta €s una part molt important de la pragieaue té
per objectiu unir I'inserit al vector mitjancansedxtrems digerits (recordem que dos

enzims havien digerit vector i inserit pels matsipoints per facilitar la seva unio).



1. Calculem les proporcions d’inserit que hi hauriéhader per mol de vector.

Farem la proporcié 3:1, és a dir, 3 inserits pedacaector, ja que aixi ens

assegurarem que tots els vectors tenen inserit.cBleular els microlitres que

necessitem de DNA, utilitzem un programa anomedBiaMath calculator que

segueix la seguent formula:

longitud del DNA de l'inserit . ng del vector = N9 de linserit necessitat per la

longitud del DNA del vector proporcio 1:1.

2. Enun tub eppendorf afegim:

a.

b.

C.

d.

e.

1,15 ul de DNA del vector.

3,45 ul de inserit (el triple dels vectors).
0,5 ul de ligasa.

1 pl debuffer

2,9 ul d’HO.

3. Centrifuguem.

4. Deixem refredar a 16 °Qvernight



Segona sessi6

Transformacid d’Eschericha coli: L'objectiu d’aquesta part és aconseguir que els
bacteris absorbeixin els vectors i que, en represimultipliquin el seu DNA (incloent

els vectors).

1. Enun tub eppendorf posem:

a. 100 pl d’'una solucié amb cel-lules bacterianesagiaven conservades a
temperatures molt baixes (ja estava preparat).

b. 2 ul del vector.

2. Ho congelem durant una estona en una caixa amb gel.

3. Xoc termic a les cel-lulesh¢at shock perque les seves membranes obrin els
porus i entrin els vectors facilment. Durant un miposem les cel-lules a 42 °C al

termomixer(aparell que proporciona la temperatura desitjada)

4. Un cop acabat el xoc térmic, afegim 900 pl de ndedcultiu a les cél-lules amb
vector. El medi esta fet de LB i gel agarosa, poda ampicil-lina per no donar tan

estres a les cel-lules, ja que el xoc termic é$ dool

5. Finalment posem el conjunt a 37°C durant uns trewts d’hora perque els

bacteris es recuperin del xoc.

6. Posem 50 o 100 ul del liquid sobre plagues de nagdirés i antibiotic
d’ampicil-lina, i amb una anella de Diagralsky, gueviament hem esterilitzat amb

alcohol, ho escampem per la placa. Posem ampmiailderquée els bacteris que hem



cultivat oposen resistencia a ella i els altresotirganismes que podrien contaminar

el cultiu no.

Podem provar de fer créixer els bacteris amb IR¥BEqué la nostra proteina

s’expressi. Per aixo:

1. Preparem una placa de gel agarosa i antibiotic gi@hiina.

2. Un cop solidificat el gel, aboquem entre 40 i 5QjUB i escampem per tot el
medi.

3. Abogquem 4 ul de IPTG, que activa el promotor.

4. Seleccionem varies colonies i les implantem al maaib la punta d'una
micropipeta.

5. Les posem al forn de 37%vernight

6. L'endema comprovem que el procés ha sortit bé. mligds bacteris en una
cambra especial amb llum blava i veiem els bacfer@escents. Aixo vol dir que

hem fet bé la transformacio i els bacteris sirtetitGPF-4F2.




Fig. 6.7. En aquesta imatge podem veure com Iésimd de bacteris expressant la proteina
GFP-4F2 amb el promotor de IPTG. Hi ha unes colémjae expressen millor la proteina degut

a que a elles els vam transferir un vector queesecific per expressar proteines.

Cultiu cel-lular amb antibiotics: En aquest apartat volem preparar les cel-lules
eucariotes humanes, a les quals transferirem etsrge en cultius especifics perque no
creixin altres microorganismes. La nostra cel-({ti&K 293T) viu en un medi DMEM.

Per preparar les plaques cal fer el segtent:

1. Escalfem al bany maria a 30°C els materials quiézatem:

a. FBS (etal Bovine Serupen catala es diu Serum de Fetus de Bovi), que
és sang de vaca coagulada. S'utilitza en cultildutzs perqué porta

moltes proteines i altres factors necessaris pdegueel-lules creixin.

b. Afegim penicil-lina i estreptomicina perqué no kmeibacteris juntament

amb les cel-lules.

c. Tripsina: enzim de I'estbmac que desenganxa lekilsd de la placa. La

tripsina no actua quan hi ha medi.

d. PBS:bufferque neteja el medi perque la tripsina pugui adtéar

2. Agafem la placa on s’han cultivat les cél-lulespieem el seu medi (hi ha 25

ml).

3. Aboquem 10 ml de PBS i deixem que netegi durantmimut aproximadament.

Aspirem també el PBS.



4. Afegim 2 ml de tripsina, que desenganxa les cékluBense treure I'enzim,

posem el cultiu al forn de 37 °C.

5. Al cap d’'una estona, treiem el cultiu del forn eégim 22 ml de FBS. Barregem

bé la tripsina amb I'FBS (aspirant i tornant elltha la placa consecutivament).

6. Dels 24 ml de liquid que hi ha (22 ml de FBS i Rdm tripsina), n’utilitzarem
12, que els repartirem en 6 plagues (posem 2 nalda placa). Finalment movem

suaument les plaques per repartir bé les cél-lules.

Fig. 6.8. Cel-lules HEK 293T que hem cultivatessies del microscopi optic.



Tercera sessio

Selecci6 d’'una colonia i creixement en un medi lidd.

1. En un tub d'assaig posem 27 ml d'LB i hi mesclem@7d’ampicil-lina. La

proporcié és, doncs, de 1:1000.

2. Aboquem 5 ml de la dissoluci6 a 4 tubs d’assaig.

3. Seleccionem colonies de bacteris transformats amabmicropipeta i les posem

dins dels tubs deixant la punta de la micropipetana. Posem dues colonies per tub.

Fig. 6.9. Sel-leccionem la colonia amb una puntand@opipeta
i la posem dins del tub deixant la punta a dins.

4. Amb la resta de liquid que ens queda, posarem énnain altre tub d’assaig per

fer un control negatiu. Aquest servira per comprapee el medi no esta contaminat.

5. Ho posem en el forn de 37°C.



Fig. 6.10. Tubs al forn de 37°C.
Gel de proteines:Aquesta practica consisteix en preparar un gelridBacida que

permet comprovar que els bacteris cultivats amieetior que hem posat al forn de 37°C

sintetitzin la proteina.

En primer lloc, cal fer el gel. Aquest, esta fotmar dues franges de dos tipus de
gel. El que es col-loca a dalt és un gel anomsmaking que és més dispers perque les
proteines es situin i el gel d’abaix, anomenatning €s més espes perque les

substancies es separin per tamany. El procedineeribpnar-los és el segient:

1. Col-locar dos vidres dins d'un recipient, sepapatsun espai molt prim. Tan els
vidres com el recipient sén especifics per fer atgupractica.
2. Per fer el gel d’abaix cal mesclar:

a. 8,3 ml d’aigua destil-lada

b. 5 mlde Tris 1,5 M de pH 8,8.

c. 6,7 ml d’acrilamida 30%. Aquesta substancia és togita.

d. 200 ul de SDS 10%, que és un detergent que dealiattes proteines.

e. 200 pl de APS 10%.



f. 20 ul de TEMED, que és un estabilitzador.
3. Per fer el gestuckingmesclarem:

a. 6,67 ml d’aigua destil-lada

b. 2,5 mlde Tris 0,5 M de pH 6,8

c. 1,3 ml d’acrilamida 30%

d. 100 ul de SDS 10%

e. 100 ul de APS 10%

f. 10 pl de TEMED
4. Aboquem el primer gel en el buit entre els dosesdA continuacié, aboquem
una capa fina de isopropanol, que és un alcohqlémenys dens querehning, i
aixo permet que el gel d’abaix quedi delimitat pea linia ben recta. Un cop el gel
ha solidificat, treiem I'alcohol i col-loquem sobekrecipient un motlle que servira
per crear unes cavitats en el gel de dalt, qusegit abocarem.

5. Quan ja ha solidificat el gstucking enretirarem el motlle.

Un cop preparat el gel, hem de preparar el couatidg les cavitats. En aquestes, hi
posarem bacteris dels nostres que hem prepaseahhiét bacteris especials preparats pel
nostre tutor.

1. Posar en tubs eppendorf 100 pl de cada cultiu disduemedi liquid inclos.

2. Centrifugar durant 20 segons a 8.000 rcf.

3. Afegim 50 pl debuffer, que consisteix en una dissolucié de SDS, blau de

bromofenol i glicerol Yuffer LSB), perqué es lisin els bacteris i es separin le

proteines.

4. Afegim 2,5 ul de DTT, que és un agent reductoentafuguem.



5. Posem el gel i els vidres que I'envolten en unpieat que omplirem amb un
buffer25 mM deTris, 125 mM de glicina i 0,1% de SDS.

6. Omplim el primer forat amb 50 pl de marcador, utresamb 50 pl dels nostres
bacteris i els altres amb 50 pl dels bacteris é8pgc

7. Tapem el recipient i I'endollem a un generador geac un pol positiu i un de

negatiu. Comencem posant un voltatge baix i aldbapa estona apujem el voltatge.

Fig. 6.11. Gel electroforesi dins el recipient amiffer endollat al generador.

8. A mesura que passa el temps observem, gracieawldel bromofenol una linia
blava que va baixant fins que finalment desapa@ixan aixd passa, desendollem
I'aparell del generador i treiem el gel.

9. El gel de dalt el podem llencar i guardenmugining entre dos plastics especifics.
10.Exposem el gel en una llum de fluorescéncia i @sem unes ulleres amb vidres
de color taronja per veure si els bacteris hanesgat bé la proteina.

11.Tenyim amb tiny coomassi el gel perque les bandediracolor i quedin les
proteines ben fixades. Ho deixem reposar duranharea

12.Finalment netegem amb aigua el gel i també ambaagtc.

Mini-preparacié: Serveix per extreure el DNA dels bacteris, ailllr gasmidis

vectors i preparar-los per transferir-los a leslai@ls eucariotes.



1. Centrifugar cultius

2. Després de centrifugar, ha quedapellet a baix dels tubs. Treure el medi de
cultiu i la punta de la micropipeta.

3. Tornar a posar els bacteris amb 250 pbbaier P1. Resuspendre.

4. Afegir 250 ul debuffer P2 al tub eppendorf i barrejar invertint el tulvedses

vegades. Aquestufferlisa les cél-lules.

5. Afegir 350 pl debuffer N3, que neutralitza la lisis i precipita el detmgSDS.
Els acids nucleics queden dissolts i les protginesipiten.

6. Centrifugar una 10 minuts a maxima velocitat pergseformi elpellet de

proteines.

7. Decantar el sobrenedant del pas anterior a ua @tittumna.

Fig. 6.12. A I'esquerra veiem un tub eppendorf dandolucié de DNA

i a la dreta veiem un tub amb el filtre (columna)ablor blau.

8. Centrifuguem durant 30 segons a maxima velocitapuSem la part liquida i

ens quedem amb el DNA enganxat al filtre.

9. Afegim 0,10 ml debuffer PB per netejar. Centrifuguem durant 30 segons a

maxima velocitat i treiem el liquid.



10.Afegim 0,75 ml debuffer PE per netejar. Centrifuguem durant 30 segons a

maxima velocitat, treiem el liquid i tornem a filtrdurant 1 minut.

11.Posem les columnes en tubs eppendorf. Afegim 4dejoluffer EB, ho deixem
estar un minut i tornem a centrifugar durant ureathinut. Aquesbuffer dissol el

DNA per treure’l del filtre.

Espectrofotometre: Posem una gota del DNA aanodrop per calcular la quantitat

de DNA que hi ha per pl segons la llei de Beer-Larnb
Els resultats obtinguts sén els seglents:
a. Enun dels tubs: 260 ng/ul

b. En l'altre tub: 304,7 ng/ul
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Fig. 6.13. Grafica de I'espectrofotometre.

Transfecci6 cel-lular:I'objectiu d’aquest ultim experiment és introdals plasmidis

al nucli de les cel-lules eucariotes perque agsesgressin la proteina GFP-4F2.



1. Mirem al microscopi com han crescut les cel-lule® qam cultivar el dia
anterior en 6 plaques.

2. De les 6 plaques, a una no hi farem la transfgoeiquée sera el control negatiu, i
en prepararem dues amb dissolucions de GFP-4F2 amole dissolucions d’'una altra
transfeccio (GFP-LC3), i una amb una dissolucio GIeP (de cap proteina en
concret). Aquestes dissolucions hauran de portar:

a. 2 g del DNA determinat.

b. 312 ul de dissolucié mil-limolar de clorur de s@dacCl) esteéril.

c. 15,6 ul de PEI (polietilenimina), una substancia gecobreix el DNA
formant una espécie de xarxa que actua com una raemhgue permet
I'endocitosi del DNA a la cél-lula eucariota.

3. Per determinar el volum de DNA que necessitem pEsumar 2 ug hem de tenir
en compte la densitat del DNA:

a. GFP-4F2: la seva densitat és de 1,8 pg/ul, pentodssitem 1,1 pl.

1ul
2 ug "18ug 1,1 pl

b. GFP-LC3: la seva densitat és de 1,2 pg/ul, pemacdssitem 1,66 pl.
1l _
c. GFP: la seva 2H9 717 g 1,66
densitat és de 1,42 ug/ul, per tant necessiteml|1,4

1l

Zugl,Tug :1,4H|

4. Agafem tres tubs eppendorf per comencar les mescles
a. En el primer, que sera per GFP-4F2, hi posem eleddb quantitat
perquée omplirem dues plaques: 2,2 pl de DNA, 62dqudissolucié de

NaCl estéril, i 31,2 ul de PEL.



b. En el segon, que sera el de GFP-LC3, al igual tiperaer, doblem les
quantitats i hi posem: 3,33 pl de DNA, 624 pl dssdiucié de NacCl
esteril i 31,2 pl de PEI.

c. El tercer tub sera per GFP sol, i hi posarem 1,dquDNA, 312 pl de
dissolucio de NaCl esteéril, i 15,6 ul de PEL.

5. Agitem bé perque quedi ben barrejat.
6. Aboquem les dissolucions a les plaques correspsnémt el cas dels tubs que
hem omplert amb el doble de les substancies, hemepetir a igual quantitat la

dissolucio en les dues plaques.



Quarta sessio

Canvi del medi de cultiu de les cél-lulesAquest procés cal fer-lo perquée el PEI no
és convenient deixar-lo 16 hores.
1. Xuclem el medi amb una micropipeta.

2. Posem altre cop el medi DMEM.

Fig. 6.14. Canvi de medi. Acabem de xuclar el raatgrior i
estem posant altre cop el DMEM.

Observacié al microscopi: Observem al microscopi com les cél-lules expressen

fluorescéncia en sotmetre-les a llum ultraviolada.

Fig. 6.15. Microscopi optic.



7. RESULTATS

A continuacié explicarem els resultats obtingutmostrarem les imatges que

varem obtenir observant els cultius al microscopd dum normal i llum ultraviolada.

En primer lloc, les cél-lules del control negatal,com havia de ser, no han fabricat
cap proteina fluorescent. La funcié del nostre mdmtegatiu era assegurar-nos que els
cultius de ceél-lules, abans de ser modificadestpangent, no tinguéssin ja el gen de la

GFP (fet que seria molt rar tractant-se de cekldgerony6 d’embrié huma).

Llum normal Llum ultraviolada

Fig. 7.1. Resultats del control negatiu.
En segon lloc, els cultius als quals varem trartafecl plasmidi per expressar el gen
de la proteina GFP-4F2, no I'acaben de fabricaHbé&a algunes ceél-lules que es tornen

fluorescents, pero la gran majoria no ho fa. A np&s, veure la fluorescéncia hem



necessitat augmentar el temps d’exposicié (per alxfons es veu tan clar). Aix0 és
degut a que el plasmidi que varem utilitzar és @tible i no constitutiu, de manera que

en cel-lules humanes no s’expressa del tot bé.

Llum normal Llum ultraviolada

Fig. 7.2. Resultats de les plagues cultivades aéhutes expressant GFP-4F2.

La tercera taula de fotografies correspon alsusulie cel-lules amb plasmidis amb
GFP-LC3, que ja teniem preparats anteriorment. sigsecel-lules si que fabriquen bé la
proteina, ja que el plasmidi era el més adequatapésr la transfeccié a cél-lules

eucariotes.

Llum normal Llum ultraviolada




Fig. 7.3. Resultats de les plaques cultivades aghhutes expressant GFP-LC3.

Finalment, el control positiu, ha sortit com esppem. Les cél-lules han expressat el

gen de la fluorescéencia donant aquest color ddatal-lula sencera.

Llum normal Llum ultraviolada




Fig. 7.3. Resultats de les plaques cultivades aghlutes expressant GFP-LC3.

Com es pot veure, algunes cel-lules amb GFP-LGBR no han expressat els gens
trasnfectats. La causa d’aquesta inefectivitat ¢prdel procés de transfeccié cel-lular,

gue és molt delicat i per tant ja preveiem queumzibnaria completament.

Per tant, en general podem dir que han sortiredaltats esperats i, doncs, hem
aconseguit que ceél-lules de ronyd huma fabriquitejmes amb fluorescéncia no propia

de cél-lules humanes.



CONCLUSIONS

A l'inici del treball ens varem plantejar dos atijas. El primer era aprendre quines
sén les técniques de l'enginyeria genética per ipaodedificar el genoma de les
cel-lules, i el segon era poder-les aplicar expamiaiment. Tot i que era molt dificil
d’assolir el segon objectiu, ha estat possiblegnda a la practica gracies a l'accés al

Parc Cientific de Barcelona i I'ajut dels seus mezab

Experimentalment hem comprovat que, gracies alvdit de la PCR, es pot
seleccionar 1 copiar un fragment de DNA desitjaisfia centenars de milions de
vegades. Els gens amb els que es treballen sénssibpes de veure a ull nu o
mitjangant microscopis optics, i la Unica manera pidbeler veure’ls és mitjancant
I'electroforesi. Actualment, aquest métode és um d®s utilitzats, ja que s’ha vist que

també permet concentrar i aillar tots els gensndéeix tipus d’'una dissolucié de DNA.

Amb el descobriment del funcionament dels enzimgeastriccio, avui en dia és
possible tallar el DNA per llocs molt concrets, geparar gens concrets d’'un genoma
sencer i recombinar-los amb altres molécules de DBiAquests gens els recombinem
amb vectors, els podem introduir a cel-lules piotes com els bacteris, i cel-lules

eucariotes com les cél-lules animals.

Per tant, tot i la gran complexitat de les tecaeguitilitzades, ens ha sobtat la
relativa facilitat amb la que es pot modificar elngma d’'una cel-lula segons els
interessos del cientific, de manera que una calfdt incorporar gens externs i

utilitzar-los com si fossin propis seus: replicig- sintetitzant proteines a partir d’ells.



Nosaltres hem treballat amb el gen d'una protelaadF2, i el gen de la
fluorescéncia, GFP, per poder veure la proteinaproteina 4F2 és important ja que
reconeix les proteines de la membrana d’antigengjaridant les técniques de
I'enginyeria genética, es pot fer que a qualsevokgina s’hi uneixi el gen de la
fluorescéncia, que és molt util ja que permet ifieat molt facilment les proteines a
les quals s’enganxa i estudiar la seva funcidégalmoviment a dins de la cél-lula, la

seva relacié amb altres substancies, etc.

El fet de treballar amb els gens de la proteina idia de la fluorescéncia, ha estat
solament un mitja per entendre el funcionament éeginyeria genética. Aixi, la
conclusié més important a la qual hem arribat és gues pot introduir el gen que
codifica a la proteina 4F2 i GFP a qualsevol dal,;ltambé es podran introduir altres
gens que portin la informacio per sintetitzar pirds com la insulina, resisténcies a
substancies letals, o qualsevol altre gen, a t#d-lgue no tenien el gen determinat

préviament.

L’enginyeria genética, doncs, obre una gran parfa investigacié per coneixer
millor el funcionament dels éssers vius, per I'elagié de productes farmaceutics (com
la insulina o la hormona del creixement), per anilora de cultius de plantes per a
I'agricultura, i pel tractament de malalties anismé&n particular, humanes) com per

exemple el cancer, la SIDA, i les malalties hegedht.
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