L'ENGINYERIA GENETICA
i
LA BIOTECNOLOGIA

frog genes in potato breeding were conveniently
forgotten.



L'enginyeria genetica i la biotecnhologia

* Obtencid de la proteina que codifica el gen.
 Introduccio de gens en cel-lules humanes.

e Obtencid de vacunes recombinants.



Exemple
Obtenciod de la insulina humana



Insulina:
 Hormona proteica que regula el nivell de glucosa a la sang.
 Segregada pel pancrees.

 Formada per dos cadenes peptidiques: el peptid A (21 aminoacids) i el
peptid B (30 aminoacids)

Mivel bajo  Mivel alto
l de glucosa de glucosa E

Pancreas

: ¥ Chain B

- - {al 30 amino acids
Glucagon segregado Insulina segregada et

por las células Alfa por las células Beta

del pancreas del pancreas

El higado descarga Las células toman
glucosa en la sangre glucosa de la sangre

. P

Se reestablecen los niveles
normales de glucosa en sangre

Chain A
f‘-'}_l_ 21 amino acids

Sin)



Diabetis mellitus

Malaltia genetica provocada per poca o nul-la produccié d’insulina.
Alt nivell glucosa en sang i poc en les cel-lules.

Tractament: mesurar el nivell de glucosa en sang i injectar insulina.
Antigament extraccio insulina porcina.
Des de 1978, bacteris transgénics fabriquen insulina humana.

Com que el metabolisme bacteria és molt elevat, aquesta via d'obtenci6 de
insulina és molt rendible. A més, al ser humana, es redueixen els
problemes de rebuig.




Mecanisme simplificat del procés d’obtencié d’insulina humana.
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Aillament del gen de la insulina
humana.

Aillament d’un plasmidi bacteria.

Fragmentacio de tots dos DNA pel
mateix enzim de restriccio.

Insercid del gen de la insulina en el
plasmidi.

Insercio del plasmidi hibrid en un
altre bacteri per transformacio.

Seleccio dels bacteris que han
incorporat el plasmidi amb el gen.

Cultiu dels bacteris transgenics: els
nous bacteris produixen insulina
gracies al gen inserit.

Extraccio i purificacio de la insulina
per procediments industrials.
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Mecanisme simplificat del procés d’obtenci6 d’insulina humana.
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Mecanisme simplificat del procés d’'obtencio d’insulina humana.
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https://www.yourgenome.org/facts/what-is-genetic-engineering

Procés d’obtencioé de la insulina humana:
aprofundim una mica meés...



Com que en els procariotes no hi ha
procés de maduracio del mRNA, si el
gue es vol és obtenir la proteina que
codifica un gen eucariotic en un
bacteri, no es pot introduir el segment
de DNA amb introns i exons tal qual,
previament s'ha d'aillar el mRNA
madur del gen d'interes i fer una
transcripcio inversa (mitjancant
I'enzim anomenat transcriptasa
Inversa o retrotrancriptasa) per tal
d'obtenir un DNA sense introns que,
un cop duplicat (DNAc) ja podra ser
combinat amb el plasmidi I introduit
posteriorment al bacter.
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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.



Proceés per a I'obtencio de la insulina humana

Extraccio del mRNA de la insulina d’'una cel-lula humana sana.
A partir del mMRNA obtencid del cDNA per transcripcio inversa.

Insercio del cDNA en un plasmidi bacteria, darrera d’un opero LAC i
portador d’'un gen marcador de resistencia a un antibiotic.

Introduccio del plasmidi hibrid en un altre bacteri per transformacio.

Seleccio dels bacteris gue han incorporat el gen de la insulina: cultiu del
bacteri en un medi amb antibiotic, fins tenir una gran poblacio de bacteris
amb el gen de la insulina.

Afeqir lactosa al medi, els bacteris comencen aixi a sintetitzar la proteina.

Extraccio, purificacio i comercialitzacio de la proteina.
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La insulina és una proteina formada per dos cadenes peptidiques: el
peptid A (21 aminoacids) i el peptid B (30 aminoacids).

Cada cadena esta codificada per un gen diferent.

Per tant el proces d’obtencio
de la insulina s’ha de fer per a
cadascuna de les dues
cadenes.

Un cop es tenen els dos
peptids aillats, s’activen els
grups SH- per unir els dos
peptids amb ponts disulfur.

D’aquesta manera la insulina
humana madura ja esta llesta
per ser comercialitzada.

B Chain B &
_‘a!‘ 30 amino acids W



Promoter B-galactosidase Promoter

./ gene

B-galactosidase
./ gene

Insert genes for each
of the two insulin
polyeptides next to a
highly expressed gene
Insulin gene | for B-galactosidase.

B subunit

Insulin gene
A subunit

Antibiotic Antibiotic
resistance resistance

gene l gene l

Transform E. coli with i
the recombinant
expression vectors,
and select transgenic
cells by their antibiotic

resistance.
— 4
B-galactosidase/insulin A B-galactosidase/insulin B

l fusion protein l fusion protein
o Purify the fusion et
:: = proteins. CE]

* Chemically remove insulin 'l'

polypeptides from the e

B-galactosidase protein.

""""‘"ﬂ — “""""-ﬂ / """E
Disulfide M Combine the

: S ; I ti
bridge Active insulin polyBeptdes

to produce
functional insulin.

13.12: David McIntyre.



Promotor

iz L Gen de la Qi Gendela
B-galactosidasa Q). B-galactosidasa
Gende la Gende la
Gen de cadena A cadena B
tesistencia de insulina de insulina
a la ampicilina
l Transformacion de E. coli 1

Inyeccidn a las células
. pgal
 Cadena A Cadena B
l Tratamiento con CNBr l
Péptido
BGal  g° g7
:_.—-"-.‘ :-,p--.

Cadena A
.............. ~e...adENa B

Purificacion de las cadenas Ay B
—> -"\:04———'

l Plegamiento de las cadenas y

liculiiecection oxidacién de las cisteinas con sulfuro

NH,, :ﬁm COOH Puente disulfuro
NH,, -ooooaoooooo&oaooooooao COOH







Una de les vies seguides en terapia genica és la introduccio del gen
correcte a les cel-lules humanes mitjancant virus com a vectors

(retrovirus, adenovirus, herpesvirus...).
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Gen terapéutico

transferido al nucleo de
la célula

Fonament de la terapia genica. Virus no patogens es modifiquen mitjancant enginyeria genética inserint-los una versio
correcta d’un gen huma. Els virus modificats genéticament s’injecten a les cel-lules dels pacients que tenen una versié
defectuosa del gen. Si el tractament té exit, les cél-lules expressaran la proteina correcta o terapéutica, la qual cosa

millorara, en part, els simptomes de la malaltia.

https://culturacientifica.com/2019/08/16/50-anos-modificando-genes-en-seres-humanos/
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Terapia génica

1. Se extraen las celulas \ 2. En el laboratorio
del paciente se modifica un virus
de forma que no
Y \ pueda reproducirse
\J,.

l"'~.l'

3. Se inserta
7. Las celulas modificadas un gen en el
geneticamente producen B VIrus
la proteina o la hormona
deseada. % ‘

&. Las celulas modificadas

se inyectan al paciente s‘

.*—l"

5. Las celulas del paciente
se modifican genéticamente

&. El wirus modificado
se mezcla con celulas
del paciente
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Terapia genica "in vivo".
Els virus recombinants portadors del gen terapéutic

s’injecten directament al pacient. El virus assoleix
I'organ diana.

Terapia genica "ex vivo".
Els virus recombinants portadors del gen terapeutic infecten "in vitro" les

cel-lules del pacient; posteriorment les cel-lules modificades es reintrodueixen
en el pacient.

https://culturacientifica.com/2019/08/16/50-anos-modificando-genes-en-seres-humanos/




Malaltia dels infants bombolla

Causa: mancanca de I'enzim ADA (adenosina-desaminasa) en els
limfocits.

Produeix una immunodeficiéncia congeénita severa: el sistema
Immunitari no funciona i qualsevol patogen provoca la mort de
I'individu.

Han de viure aillats i en medis totalment desinfectats.

Solucio: trasplantament medul-la ossia donant compatible (germa).




Introduccio d’un gen en cel-lules humanes mitjancant un retrovirus (virus de RNA):
Exemple introduccio del gen ADA

* Inserci6 del RNA del gen correcte a un retrovirus.

» Infeccio del retrovirus a un cultiu de cél-lules extretes de la medul-la 0ssia del pacient.
» Seleccio de les cel-lules que han estat modificades mitjangcant un gen marcador.

* Injeccio de les cel-lules modificades geneticament a la medul-la ossia del pacient.

e Produccio de limfocits amb gen ADA correcte.
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al pacient) en el retrovirus IGHaeILs e modificades genéticament
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Problema:

Les cel-lules implantades poden desenvolupar tumors en la
medul-la ossia. La insercio del gen terapeutic pot causar
I'activacio de gens responsables de la leucemia.

Tot | aixi actualment aquests problemes s’estan superant, amb
virus mes eficients.

En fase d’'investigacio. Avui dia hi ha assaigs clinics per a unes
50 malalties diferents.



Terapia génica de hipercolesterolemia

ex vivo

Terapia génica (ex vivo)

Diseccion del Disociacion de

I6bulo hepatico los hepatocitos Receptor LDL

izquierdo (dia 0) con colagenasa humano en vector
» \Hepatocltos en e

O medio de cultivo

Transfeccion de
los hepatocitos con
el gen LDL (dia 2)

,,,./ Recoleccion de los
\y hepatocitos tratados
Infusion de los
hepatocitos a través

de la vena mesentérica
inferior (dia 3)



Obtencid de vacunes recombinants

 Vacuna: preparat quimic o organic destinat a estimular les
defenses naturals de I'organisme.

* El sistema immunitari produeix despres de la vacuna “cel-lules de
memoria” contra el patogen de la vacuna.

* Quan lorganisme es infectat pel patogen real, reacciona
rapidament activant les cel-lules de memoria que produeixen
anticossos | altres mecanisme Immunitaris per eliminar el
patogen.



Concentracién de anticuerpos

(Unidades arbitrarias)
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Tipus de vacunes convencionals:

* Amb microorganismes atenuats: alt poder
Immunogenic; una sola dosi, perill de que es
converteixin en virulents.

* Amb microorganismes morts: necessiten
varies dosi per produir els efectes desitjats.

 Amb macromolecules purificades: es
dificil purificar la quantitat suficient (solucio la
enginyeria genetica).



Hepatitis B:

* Malaltia infecciosa virica que es transmet per via sanguinia o
per via sexual.

 Pot causar infeccid aguda, cirrosis hepatica, cancer de fetge,
iInsuficiencia hepatica i, eventualment, la mort.

* Antigen de la Hepatitis B: glicoproteines de membrana que el
sistema Immunitari reconeix com estranyes | produeix la
resposta immunitaria.

Antigenos
de superficie «

Envoltura interna o —
capsida nuclear ¢

ADN polimerasa

ADN

Envoltura externa ¢————



Procés d'obtencio de la vacuna de la hepatitis B:

7N L3

f {— DNA/RNA I
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S’ailla el gen viric que codifica per a
la proteina antigenica de la superficie
del virus (gen HB) i s’insereix en un
plasmidi bacteria (mitjancant enzims
de restriccio).

El plasmidi hibrid resultant
s'introdueix en una cel-lula de llevat *

S’indueix la reproduccio del llevat i
I'expressio del gen. El llevat produeix
la proteina antigenica.

Extraccio, purificacio i
comerzcialitzacio dels antigens.

Es procedeix a la vacunacio.

* Els antigens virics son glicoproteines. Els llevats sén cél-lules eucariotes,
tenen aparell de Golgi imprescindible per a la glicosilacié de les proteines
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