L'ENGINYERIA GENETICA
i
LA BIOTECNOLOGIA

frog genes in potato breeding were conveniently
forgotten.



L'enginyeria genetica i la biotecnhologia

« Tecniques per introduir gens en cel-lules.

* Produccio de copies de DNA.



Vocabulari especific

Genoma: material genetic d’un individu.

Enginyeria genetica: conjunt de tecniqgues que permeten la
manipulacio del DNA d'una cel-lula.

Clonacié: generacio de copies de gens, cel-lules o individus.

DNA recombinant: DNA que s'obte en intercalar un segment de DNA
estrany en un DNA receptor.

DNA passatger: fragment de DNA gue conte el gen d'interes i que és
vol introduir en una cel-lula receptora.

Enzims de restriccio: enzims que reconeixen i tallen el DNA per
sequencies concretes. S'’han aillat de bacteris.

Vector: plasmidi bacteria o virus que transporta el DNA passatger fins
al DNA receptor.

Organisme transgeénic: organisme modificat geneticament.




 Terapia génica: consisteix en la curacid6 de malalties hereditaries
degudes a la presencia d’'un gen no funcional inserint el gen correcte al
pacient.

« Biotecnologia: manipulaci6 o U0s d'organismes o0 dels seus
components per obtenir productes d'interes.

« Algunes practigues que es realitzen des de fa molts anys
representen formes de biotecnologia: us de microorganismes per
a l'elaboracio de vi, formatges, pa...i obtencio per encreuaments
de noves varietats de plantes i animals.

 La biotecnologia moderna, basada en la manipulacio del DNA in
vitro, difereix de la classica perque permet modificar gens
especifics i desplacar-los entre els diferents organismes.

— La biotecnologia té aplicacions en les ciencies de la salut,
I'agricultura, la ramaderia, [l'alimentacio 1 les ciencies
mediambientals



Introduccio:
ViSiO general del tema



Per estudiar i manipular un gen cal previament obtenir
moltes copies d’aquest gen:
cal clonar-lo

| com es clona un gen?

mitjancant la

Introduint-lo en una tecnica de la PCR

cel-lula que :
SR - ar%\ de fer (sense necessitat de
gal _ cel-lules)
les coplies:

clonacio en ceél-lules




| com s’introdueix un gen d’interes en una cel-lula per
poder clonar-lo?

mitjangant | mitjancant
mecanismes biologics mecanismes no biologics
(inserint-lo en un vector

de clonacio)

Electroporacio

Plasmidis

Microinjeccio

Virus

Tret de microbales




Com podem Inserir un gen en un vector?

Mitjancant tecniques gue ens permeten tallar | unir
fragments de DNA entre si usant enzims de restriccio




Per a qué pot servir clonar un gen?

Algunes de les aplicacions poden ser...

Estudiar el gen.

Obtencidé en gran quantitats de la proteina que el gen
codifica (insulina, hormona del creixement...)

Introduir-lo en un animal o en una planta per obtenir un
animal transgeéenic o una planta transgenica

Obtenir vacunes a partir de les proteines virigues que
codifica el gen.

Introduir-lo en cel-lules humanes per a terapia géenica



Altres aplicacionns de I'enginyeria genetica:

* Clonacio reproductiva

* Clonacio terapeutica



Formes d'introduccio de gens en cel-lules

Mecanismes biologics (vectors de clonacio)

— Plasmidis
—Virus

Mecanismes nho biologics:
— Electroporacio
— Microinjeccio
— Tret de microbales.



PLASMIDIS bacterians

Son molecules de DNA, circular i bicatenari, separades fisicament del
cromosoma bacteria, que es troben en alguns bacteris.

No soOn necessaris per al creixement normal de la cellula, i es
repliquen independentment del cromosoma.

Alguns contenen gens gue doten al bacteri de certs avantatges, com per
exemple, gens de resistencia a antibiotics que fan augmentar la
capacitat de la cel-lula de sobreviure en un medi amb antibiotic.

Dibuix esquematic del material genetic d’'un bacteri. 1. DNA del cromosoma bacteria. 2. Plasmidis.



Si, per la lisi dels bacteris, els plasmidis queden lliures al medi, poden penetrar
dins d'altres bacteris mitjancant un procés anomenat transformacio. Els bacteris
receptors adquireixen aixi les propietats dels gens que hi ha al plasmidi.
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La transformacio és un procés que es dona de forma natural en bacteris



Els plasmidis que s'utilitzen com a vectors son portadors de gens de

resisténcia a antibiotics (gens que codifiquen proteines degradadores

d'antibiotics).

« D’aguesta manera es poden seleccionar els bacteris que han estat
transformats: nomeés els bacteris que han integrat el plasmidi
sobreviuen en un medi amb l'antibiotic.

Gen de resisténcia
a un antibiotic
Plasmidi

Bacteri transformat

| ; -
Permeabilitzacié amb Ha incorporat el plasmidi
calci de les membranes / s'ha replicat
bacterianes
'
/ Bacteri no transformat \\.
No ha incorporat cap plasmidi O s |
\\ No es pot reproduir en un medi Aquest b-ac‘terl
amb antibiotic e no es podra
El plasmidi dividir en
Cromosoma no s'ha replicat ki I'E?'d l. amb
antibiotic

bacteria




La transformacid només es dona entre bacteris, els
plasmidis bacterians no penetren de forma natural en
cel-lules eucariotes.

Excepcio: el plasmidi Ti d’Agrobacterium tumefaciens



El plasmidi Ti

El bacteri Agrobacterium tumefaciens es un bacteri del terra que
Infecta les plantes a traves de les ferides i els hi provoca tumors.

Presenta un plasmidi, el plasmidi Ti (tumor inducing) amb un
sector, anomenat T-DNA, que conteé els gens responsables del

tumor. 3 .
Plasmido v

. \ . Ti
El plasmidi penetra en cel-lules vegetals, s'hi
Integra en un dels seus cromosomes i els hi
provoca el tumor.
Aquest plasmidi Ti és utilitzat pels
Investigadors com a vector de clonacio en
plantes (previament pero cal eliminar els gens

ue causen el tumor
. ) ADN,
Punto de

restriccion



Els plasmidis de llevats

Els llevats també presenten plasmidis que es poden fer servir com
a vectors de clonacid en cel-lules eucariotes.

A meés, com a cel-lules eucariotes que son, presenten aparell de
Golgi | per tant processos de glicosilacio, cosa que és important
tenir en compte quan es volen obtenir glicoproteines.




Els VIRUS

Els virus presenten mecanismes que els permeten reproduir-se dintre de les
cel-lules a les que infecten. Injecten el seu material genetic (DNA o RNA) a
I'interior de la cel-lula i utilitzen els enzims de I'hoste per fer-ne mdultipes
copies. Els nous virus creats produeixen la lisi de la cel-lula, quedant lliures
per poder infectar noves cel-lules i continuar multiplicant-se.

DNA viric

BIRAbacrata Alliberament de virions
s(\ /’{\ madurs després
de la lisi del bacteri
@ Replicacié del DNA viric @
Un virus que conté

By c A un fragment del DNA
Fragmentacio ) & de I'hoste anterior
f\ '!\ 5 f"r/-uJ del DNA bacteria b # infecta un segon bacteri

Pmtemes de la capsida

@ 2 ® o
S El DNA infectant es

i \'x\ Algun fragment de DNA : recombina amb DNA
'3‘ ol 21 bacteria s'empaqueta b bacteria. Aixi es produeix
o8 L /{4,; "enuna capsida en lloc @ -t} 3 la transduccio de gens

A P ¥ H
de DNA viric d'un bacteri a un altre

La transduccid és un mecanisme natural de transferencia de gens entre bacteris que té un virus com a vehicle.



Els virus s'utilitzen com a vectors de clonacio.

S’inserta el gen d’interes en el DNA del virus | es deixa que
aquest infecte una cel-lula hoste. El virus replica el seu material
genetic, inclos el gen introduit, obtenint aixi multiples copies del

@@ @
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ONDA ELECTROMAGNETICA

Es sotmet la cel-lula a un alt voltatge

originant orificis temporals sobre la l

membrana plasmatica per on

s'introduira el DNA passatger. l |
'::f. H\-:J—L;- &
T :




Injeccio del DNA a la cel-lula mitjancant un capil-lar (1,5um).

ADN a transferir. S "
Microinyeccion del ADN

en la célula receptora.







Tret de microbales:
Microbales de metall recobertes de DNA.

Microbala
recubierta de ADN




Insercio de gens en un vector

Es produeix mitjancant la utilitzacio d’endonucleases de restriccio.

Aguests enzims tallen el DNA per unes seqliencia especifigues anomenades
dianes de restriccio.

Les dianes de restriccio son sequencies palindromigues de pocs nucleotids,
normalment entre quatre i vuit, i poden ser de dos tipus:

— Dianes que originen un tall situat en una posici6 diferent de cada cadena; en aquest
cas s’obtenen uns extrems monocatenaris, anomenats extrems cohesius.

A\ . . AATTC| 3!
s' GAAT TC| 3 s G G s'
3 ICTTAAG s ¥ CTTAA

enzima oo EI

— Dianes que originen un tall situat en el mateix punt de les dues cadenes de la doble
helix; en aquest cas s’obtenen uns extrems de doble cadena anomenats extrems

roms.

5' CCC GGG 3! 5! ccce r
3 GGGCCC 5! 4 GGG GGG 3
cccC 5!

enzima. $mal



ACTUACION DE LAS ENZIMAS RESTRICTASAS

HUCLEGTIDD DE ADEMINA

HUCLESTIODD DE GUANINA

NUCLEQTIODD DE CITOS INA

B b E

NUCLEGTIDD DE TIMINA

Si no veus la imatge en moviment, ves a l'enllag..
http://cosmolinux.no-ip.org/recursos_aula/BlO1erBAT/Enginyeria_genetica/actuacio_enzims_restrtriccio.gif



Es coneixen més de 100 enzims de

restriccio, els quals es comercialitzen Eco R és una endonucleasa de

per a utilitzar-los en enginyeria genetica. restriccié d’'Escherichia coli. La
seva diana de restriccio i el tall
gue origina es representen a con-

Els enzims de restriccio es troben tinuacio.

de forma natural en nombrosos

grups de microorganismes, en els ‘,I\’

guals acompleixen una funcio de- T"GIAATTC

fensiva: destrueixen molecules de :
CTTAAI|G

DNA estranyes que s’incorporen - -
a la cel-lula per mecanismes di-

Versos. Hae lll és una endonucleasa de

e restriccié d’Haemophillus aegyp-
Les seqliencies del genoma bac- tius, que origina talls en la diana

teria que poclzlnen ser reconegu— de restriccio segiient.
des com a dianes per un enzim

de restricccio del mateix bacteri w

estan modificades perque 'enzim .. O  _____.
no les reconegui i, per tant, el G G|CC

DNA del bacteri no és atacat. ... CCGG6




Accion de la enzima de restriccion EcoRl

/Puntn de corte

5...GZA-A-T-T-C...3' | se ASTe W
C-T-T-A-A-G...5 3. .C-T-T-A-A 6.5

/4

Punto de corte i




Per inserir un gen en un vector cal tallar el DNA del vector i el DNA passatger
amb el mateix enzim de restriccio.
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pnA 5 EEEEGAATTCE 37
3 _m_s

€) L'enzim de restricci6 EcoRl
reconeix una seqiiéncia
especifica de 6pb i talla.

Y

= VL

Extrems cohesius

Tots els fragments m‘@
@ amb extrems cohesius %@

complementaris
poden aparellar-se Fragment de DNA
d'una altra molecula
tallat amb el mateix
enzim de restriccioé

Y
[ GIAATT CEEGIAATT C ]
[ C TTAAIGI C TTAA[GIITT]

€) LaDNAligasa uneix
ambdues moleécules.

Molecula de DNA recombinant

Obtencio d'una molécula de DNA recombinant



iy, Plasmidi SC 101

B Lloc de tall

DNA estrany

Origen de l Tall amb

endonucleasa

replicacio : : |
. ECo R Llocs 1 2 3
g de tall lTaII amb endonucleasa Eco RI
i AATT AATT %
| A T annn " HHHAHHnnnn " U HHHHnnan
y 1 TTAA TTAA TTAA

‘N

Reassociacio &

Formacio d'un DNA recombinant a partir d'un plasmidi i d'un DNA lineal estrany
tallats pel mateix enzim de restriccio.



Endonucleasas de restriccion

ADN donante

Plasmido
l Fragmento de ADN

/que se quiere insertar

s a of Plasmido quimera

Reasociacién\



L'enzim DNA-ligasa uneix els
fragments del DNA passatger
amb el DNA vector.

5! AATTC 1! 5!
3 CTTAAG s' 3!

"Extremos cohesivoe” ce funtan,
pero quedan hvecos

Si no veus la imatge en moviment, clica aqui

Ligasa ADN
GAATTC 3
CTTAAG s'

Ligasa cella lo¢ huecoc


http://cosmolinux.no-ip.org/recursos_aula/BIO1erBAT/Enginyeria_genetica/LIGASA_sella_unio.gif
http://recursostic.educacion.es/ciencias/biosfera/web/alumno/2bachillerato/biotec/imagenes/animavector.gif

DNA del virus
SV40

Enzim
de restriccié

Eco RI

.
AATTC G

DNA lineal




Clonaci6 en cel-lules



La clonacio d’'un gen en cel-lules

La clonacio d'un gen en cel-lules consisteix a inserir el gen
d'interes en un vector de clonacio, introduir-lo en una
cel-lula hoste, en la que sera copiat | mantingut.

La clonacio en cel-lules és una bona manera d'obtenir
copies del gen, ara be, si la quantitat inicial €s molt petita o
Impura, la clonacio no es pot fer.



Clonacio d'un gen d’interes en un bacteri. Metode general.

S'ailla el DNA de la cel-lula que conté el
gen d'interes (DNA passatger)

S'ailla un plasmidi bacteria (aquest
plasmidi ha de contenir un gen marcador
gue li doni resisténcia a un antibiotic)

Es tallen ambdos mostres de DNA amb
el mateix enzim de restriccio.

Es combinen els plasmidis tallats amb
els fragments de DNA passatger. Alguns
s'uniran per aparellaments de bases.
S'afegeix I'enzim DNA-ligasa per segellar
les unions: s'obtenen d'aguesta manera
plasmidis recombinants o hibrids.

S'introdueixen els plasmidis
recombinants en cel-lules bacterianes
per mitja de la transformacio.

Es cultiven els bacteris en un medi que
contingui I'antibiotic. Només els bacteris
gue han incorporat el plasmidi creixeran |
es reproduiran formant una colonia. Amb
la reproduccio dels bacteris s'obtenen
moltes copies del gen d'intereés.

Cloning or expression Eukaryotic chromosome

vector (plasmid)

Digestion with restriction

\/ endonucleases \/

DNA fragment
\Ligatior/

containing gene
of interest

Recombinant plasmids

/ Recombinant vectors

Vector containing

target gene "x\.lf./ﬂ A

— Transformation t\i;)k:}i{a\lll, '!I
11 |
Ay




Fragmento de ADN

Fragmentacion del ADN

noocod:\ B con enzimas de restriccion

OQ:%\ fﬂoooc):asmidn
Formacion con ADN ligasa }) &

de una molécula de ADN

recombinante
: Aislarmiento y corle del
v plésmido con la misma
k e ol Seleccion def clon deseado
y produccion de célulfas
Replicacion
v

4
Introduccion en la célula huésped



Gen blanco

Pliemid (P-ej. gen de insufina)
asmidao

D::ger?‘:'én con
enzimas de

restriccion

Unidn con Plésemids
ADN ligasa. recombinante

a4

El plasmidi i el gen dinteres es tallen amb el mateix enzim de
restriccio. Es combinen tots dos i s’obté un plasmidi recombinant. La
DNA ligasa segella la unié.



Productos de Algunac bacterias

Loman v plaemide

s

ﬂ'ga cion

l_/ Golpe de calor
7

Bacteriac Otrac bacterias no

Introduccio dels plasmidis recombinants en cel-lules bacterianes per mitja de la transformacio.



Bacteriae ce colocan en
placa con antibioticos

Pldemide Colonia
recombinante /

Bacteriag cin pldemide mueren.
Cada bacteria con un Pfa’;’m;'a’a
forma vana cofonia

Gen de recictencia
a antibidtice

Cultiu de bacteris en un medi amb antibiotic. Només els bacteris que han
incorporat el plasmidi creixen i es reprodueixen.



2 :
CrLA fraogmemt

to be cloned
Flasmid wectar

Enzymatically insert
A into plasmid vector

Racombinant plasmid

Mix E. coli cells with
plasmids in presence of

Cally
) Cultura on nutrient agar
Bacterial plates containing ampicillin
chromaosome
S G T R R T,
&) d *
I
1
e i
Transforrmead Cells that do not
E. coli cell survives take up plasmid die

an ampicillin platas
Independent
plasmid replication

O

l Cell multiplication

Colony of cells each containing copies
of the =ame recombinant plasmid



ADN dador del gen

gE".dE . . region de interés
resmtent:la_ ‘plasmido FeoRI
a un ]
antibictico EcoRI
EcoRL
lEtnR[ exiremos EcoRI
peqﬂjususi_d_#___.

u hibridizacién
+ ADN-ligasa
ADN recombinante

insercion del ADN

|-a-:--:~|

bacteria Cromosoma

bacteria plagueada en me-
~ bacteriano plaq

dio con antibiotico

oY
=, )

_,'L.,_ig Al

|

z0lo crecen las recombinantes

cultivo |

purificacion
del ADN

*5@



Cloning in a

Plasmid Vector

Si vols veure I'animacio ves a l'enllag...
http://cosmolinux.no-ip.org/recursos_aula/BIOlerBAT/Enginyeria_genetica/ch7animl.mov


http://cosmolinux.no-ip.org/recursos_aula/BIO1erBAT/Enginyeria_genetica/ch7anim1.mov
http://cosmolinux.no-ip.org/recursos_aula/BIO1erBAT/Enginyeria_genetica/ch7anim1.mov

o DNA in
’Qf}\%/nucleus
Si el que es preten és intercalar un _\J ?ﬁ:ﬁ;&
gen eucariotic en un bacteri, per tal !
d’obtenir la proteina que codifica el
gen, no es pot introduir el segment de Reverse

DNA amb introns i exons tal qual, ja mRNA franscriptase Pflv-A tail
5 “AAAAA 3

gue en els procariotes no hi ha 3o TTTTT 5
] . . |

proceés de maduracio de mRNA. DNA Primer

< : . strand
Previament s'ha d'aillar el mRNA
madur del gen d'interes i fer una 5/(H BN BN B B B W AAA AAA 3’
transcripcio inversa (mitjancant 3 E— TTTTT 5
'enzim anomenat transcriptasa ¢
inversa o retrotrancriptasa) per tal >

d'obtenir un DNA sense introns que,
un cop duplicat (DNACc) ja podra ser

5!

combinat amb el plasmidi i introduit DNIA

posteriorment al bacteri. po ymerasel
5 3
3’ . 5

cDNA



(a) == — Columna k)

de elucién ﬂgor:ﬂgm;pe:m mARNA Cola de poliA)
Jisitma il 5 RAARAA 3
unictas a celulosa. :
. Il 5= ataden cebadones oligoldT), que
TTTTTTIRN | se hibridan con s colas de poliid)
el BN, ¥ propontionan Qrupos
. 3-0H para la sintesis de DA,
R [l Los mRNA tiene colxs 5 " ARAARA 3
“‘%\\ 1 de poli(a). Se aisla el Y OH—BRAREEIS'
- == RMA celular total de las anscriptass
ﬂ"# céulas y s ko hace pasar imversa y dw"\. La trarscriptasa inversa sintetiza
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| mobde of mAkA,
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di oligoldT), v &l MANA &5 . '
=8 La moléacula hibrica RMNA-DRMA
e o RNase — se trata en forma breve con
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. mente i3 cadena de RNA,
- — 1 5 st
s (ARA Y
ey Tk
\\ . DNA
Amortiguador .. FENIFas que el resto 1
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@yl ONA igese sellalas
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Sintesi d’un cDNA mitjancant la transcriptasa inversa:

S’afegeix al medi un encebador d’oligodT que s’'aparellara amb la cua poli A de I'extrem 3'OH del mMRNA, proporcionant un extrem 3'OH per a que la transcriptasa
inversa comenci la sintesi de DNA a partir del motlle de RNA i de desoxinucleodtids. Resulta aixi una molécula hibrida RNA-DNA que s’ha de convertir en una molécula
de cDNA bicatenaria. Un métode molt comu per fer-ho és tractar I'hibrid amb una RNAasa que digereix parcialment el RNA. La digestié parcial deixara petits
fragments de RNA que serviran d’encebadors per a que una DNA polimerasa sintetitze una segona cadena de DNA utilitzant la primera cadena com a motlle.
Finalment, una altra DNA polimerasa reemplacara els fragments de RNA per DNA i una DNA ligasa tancara les unions.



Clonacio per PCR



La clonaci®6 del DNA en cel-lules és una tecnica molt
laboriosa.

El 1983, Kary Mullis va desenvolupar una nova tecnica
anomenada reaccio en cadena de la polimerasa (PCR), que
permet amplificar un fragment de DNA milers de milions de
vegades, en unes guantes hores, en un tub d'assaig.



Clonacio d'un gen mitjancant la tecnica de la PCR:
Reacci6 en Cadena de la Polimerasa.

 PCR: tecnica de biologia molecular que té
per objectiu obtenir un gran nombre de
copies d'un fragment de DNA (clonacio de
DNA) partint d'una guantitat minima.

« Es una forma de clonaci6 purament
enzimatica sense necessitat de cel-lules.

* Inventada per Mullis el 1985.




Es necessita;

DNA gue es vol clonar
DNApolimerasa resistent al calor
Desoxiribonucleotids trifosfat
“Primers” de DNA

Proceés:

Temperatura 95°C per separar les
dues cadenes de DNA a clonar
(desnaturalitzacio).

Disminucio de la temperatura (50°C):
els "primers" s’uneixen al DNA.

Augment de la temperatura fins a
80°C: a partir dels “primers”, sintesi de
les cadenes complementaries del DNA
per la DNA pol.

Repeticid de tot procés amb tot el DNA
| obtencio de 1milié de copies despreés
de 20 cicles.

Cycle 1
yields
2

molecules

Cycle 2
yields
4 4

molecules

Cycle 3
yields 8
molecules;
2 molecules <
{in white boxes)
match target

Cf?f/j
—~ P

I
l.r*af
Genomic DNA

[

) Denaturation:
Heat briefly
to separate DNA
strands

) Annealing:
Cool to allow
primers to form
hydrogen bonds
with ends of
target sequence

£) Extension:
DMA polymerase

the 3" end of each
primer

sequence

“

adds nucleotides to

Copyright @ 2005 Pearson Education, Inc. Publishing as Pearson Benjamin Cummings. All rights reserved.



ADN molde
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Una molécula de | A
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Limitacions de la PCR:

Tot | que és una tecnica molt usada té algunes limitacions:

 Requereix el coneixement previ d’alguna part del DNA gue es
vol clonar per poder sintetitzar els encebadors.

e L'exactitud. La polimerasa que es fa servir (polTaq) no te
capacitat de correccio d’errors o al menys no tanta.

 Contaminacié. Com que permet clonar DNA ha partir de
mostres extremadament petites, restes de la pell del personal
de laboratori o particules presents a l'aire de I'habitacle,
podrien entrar al vial que conte la mostra problema i clonar-se
juntament, contaminant els resultats.



Aplicacions de |la PCR:

Obtenir moltes copies DNA per introduir en cel-lules hostes.

En medicina forense per identificar persones a partir de petites
mostres de sang, cabell, saliva, semen, pell...

En proves de paternitat

En estudis evolutius i taxonomics per deduir el grau de parentiu
entre especies

En estudis d'historia per deduir la proximitat entre poblacions
humanes, malalties genetiques, etc a partir de restes en fossils,
momies, roques..

Detectar material genetic d’un bacteri o virus present en el cos d’'un
pacient.
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