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1. Uenginyeria geneética

Biotecnologia » Aprofitament dels sistemes biologics i les propietats dels éssers
vius per obtenir productes i serveis beneficiosos pels humans
(enginyeria genetica, agricultura i ramaderia, produccid industrial...)

e Enginyeria genética » Es una de les branques de la biotecnologia que
consisteix en la manipulacié directa de gens per controlar-ne I'expressié

-  Enzims de restriccio: endonucleases gque reconeixen
seqliéncies concretes de DNA i la tallen, trencant un

enllag fosfodiester

DNA recombinant: combinacio de DNA creat artificialment a partir de dues
0 més seqliéncies que no es trobarien juntes

enzima EzoRI enzima Smal




Enzim de restriccié Sequencia palindromica
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2. Clonacioé molecular

Consisteix en crear copies d’un gen, utilitzant microorganismes recombinants per
obtenir moléecules identiques de DNA o expressar proteines en gran quantitat.

& e Vector de clonacio » Agent bioldgic utilitzat per introduir el material genétic
- 7~~~ en el microorganisme encarregat de la clonacié. Poden ser:

- Plasmidis: molécula petita de DNA circular (transmet fins a 10 kpb)

Bacteriofags: virus que injecta DNA a la cel-lula (fins a 15 kpb)

Cosmidis: plasmidi que conté gens de bacteriofag (fins a 45 kpb)

BAC (Cromosma artificial bacteria): plasmidi F modificat (fins a 500 kpb)

YAC (Cromosma artificial de llevat): cromosoma eucariota artificial (fins a
1000 kpb)
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No tots els microorganismes hauran incorporat el DNA recombinant, per aix0 és

molt important la seleccio dels gens clonats, que pot ser:

- . es cultiven els bacteris recombinants
en un medi on només puguin créixer aquells que

contenen el gen (no sempre és possible)

SEIE

- : s'utilitza una sonda (fragment de DNA monocatenari
complementari al gen d'interés i marcat radioactivament) que és detectada
en els microorganismes que contenen el gen

Paper absorbent
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Colonies de Réplica de
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Lisi dels bacteris

i separacio de les dobles
cadenes de DNA que es
queden unides al paper

Hibridacio entre la
sonda i el DNA
bacteria

Revelatge i localitzacio
de les colonies amb el
gen d'interes



\\ 3. Amplificacié de DNA: PCR

e Reaccidé en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction (PCR) »
Procediment rapid i senzill per crear grans quantitats de copies de DNA in vitro

e Perrealitzar una PCR és necessari:
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Polimerasa

Mostra de DNA: on es troba el gen o genoma a amplificar

DNA-polimerasa: ha de ser resistent a la calor per treballar a la maxima
velocitat possible, es sol utilitzar Taq (Thermus aquaticus) que treballa a 74 °C

dNTPs: (desoxi) nucleotids trifosfats lliures que formaran
les noves cadenes

Primers o cebadors: complementaris a les sequéncies
extremes d'una cadena i altra del DNA a amplificar




e Consisteix en la repeticio de cicles on es varia la temperatura per induir 3 etapes:

- Desnaturalitzacioé S'escalfa a 95 °C per separar la doble cadena de DNA
de la mostra

- Alineament Es refreda fins a 55 °C pergué els primers s’uneixin als
extrems 3’ de les cadenes senzilles

- Extensio S'escalfa a 74 °C pergué |la polimerasa sintetitzi les cadenes
complementaries en direcci¢ 5’ » 3
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4. Edicié geneética: CRISPR-Cas

L'edicio genetica consisteix en la inactivacié o modificacié de gens. qz
@l

/ \/ !

e EI2005 el grup d'investigacid del microbiodleg Francesc Joan Martinez Mojica va
descobrir un sistema d'immunitat adaptativa i adquirida en procariotes al que
va anomenar CRISPR-Cas (“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats”, Agrupacio de Repeticions Palindromiques Curtes Regularment
Interespaiades, | proteina Cas9)

e CRISPR-Cas » Regidé del DNA procariota on hi ha l'operd per 'endonucleasa
Cas9 proper a una regié formada per sequéncies curtes palindromiques
espaiades per fragments de DNA viric

Espaiador format per un
B fragment del genoma de
N diferents bacteriofags

repetitives

Cas

Sequencies
Opero palindromiques &

CRISPR-Cas
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e EI2012 un grup liderat per les bioguimiqgues Emmanuelle
Marie Charpentier i Jennifer Doudna va demostrar |'Us del
sistema CRISPR-Cas com una eina d’edicio genética molt
potent (Premi Nobel de Quimica 2020)

e Construint un RNAg amb un fragment del gen que es vol editar es pot dirigir el
complex Cas-RNAg per tallar una regié molt especifica del genoma

e Gracies als mecanismes de reparacio del DNA es poden editar els gens en |a
zona tallada per Cas de dues maneres:

- : s'afegeixen nucleotids per unir el
segment trencat amb molta possibilitat de mutacié " »inactivacio del gen

. s'afegeix un fragment de DNA

amb extrems homolegs a les regions adjacents al tall perdo amb algun
)l canvi a la zona central, es donara la recombinacié entre els extrems del

NHEJ HR
Non-Homologous End Joining Homologous Recombination

eI I fragment i les regions adjacents al tall per incorporar al genoma el

HH

fragment amb el canvi modificacié del gen
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5. Aplicacions de la biotecnologia
5.1. Salut

Terapia génica

S'extreuen cél-lules Al laboratori es
mare adultes. modifica un virus
perque no es pugui

o
rJ‘ ~ reprodu.
' [\‘ S'insereix
.

e Introduccio6 al pacient de cél-lules mare
adultes modificades in vitro perquée
expressin correctament el gen malmes
gue provoca certa malaltia

: ungenal
Les cel-lules ‘ ’Q Virus.
- N . dificad ‘ \ .
e Sutilitzen les técnigues esmentades per o njecten al pacient >

on produiran tota la 47

editar el gen, amb un vector de T G & ¥

clonacioé s’incorpora a les cél-lules
extretes i s'introdueixen al pacient les
cél-lules recombinants perquée es
reprodueixin i expressin la proteina
correcta

7
3

o™

El virus modificat es barreja amb
cel-lules del pacient i aquestes es
modifiquen geneticament.



Sequenciacio genética

e Esdetermina la seqUéncia del genoma per establir relacions entre
mutacions puntuals i malalties o predisposicio a patir-les

e EIsSNP (Single Nucleotide Polymorphism) son sequiiéncies comunes en

una especie perd que presenten varis al-lels on només canvia un
nucleotid, es pot relacionar un nucledtid concret amb l'estat de salut

AAC



PCR

e ['amplificacido de gens permet detectar més facilment si una persona
presenta gens associats a alguna malaltia

e També pot servir per localitzar gens que presenten alguns agents
infecciosos com els virus
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Produccioé de farmacs

e Creacido de microorganismes recombinants que sintetitzen proteines
humanes (insulina, hormona de creixement, factor VIII antihemofilic...)

e Creacid de vacunes de RNA on s’edita un gen del patogen per
incorporar-lo al pacient i que les seves cél-lules sintetitzin només la
proteina en questid, desencadenant una reaccié immune

3 : mRNA with instructions
Human Insulin Production ® ko g s B g & ®
is developed in a lab
f— mRNA enters
DNA Spike pwtem the cell

Huma@ o \
Introduction of
pancreas cel il AW REb :
into a bacterial cell _, ~coomoinan Human insulin
Human msuhn Bacterium
producing gene
Extraction & COVID-19 virus mRNA vaccine Human cell
purificaion of
human insulin

O &) COVID-18 virus spike
Recombmam [©.8)) | Recombinant @ protein created Antibodies —» ® Immunny
DNA Q) bacteria multiplying
) and producing
A human insulin in
fermentation tank
Plasmid DNA cut with "
Bacieial DNA / restriction enzymes Fermentation
Tank
COVID-19 wrus Spike proteins are recognized u're infected with the
Plasmid spike protein by the immune system, COVI -19 virus, antibodies bind
DNA which produces specific antibodies to virus & stop it from replicating
Bacterium Human insulin against the COVID-19 virus

© MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED



Recerca biomedica

e Escreen organismes recombinants (microorganismes o animals) als
quals se'ls fa expressar gens humans per utilitzar-los com a models per a

I'estudi del funcionament de malalties

e Treballar amb animals modificats genéticament pot suposar un dilema
etic, ja que es treballa amb éssers que senten dolor
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Reconeixement d’'individus

e A partir de mostres biologiques podem amplificar el seu DNA per
comparar la similitud amb altres mostres

e AqQuesta técnica s'utilitza reconéixer restes humanes,
estudiar restes historiques o I'origen genétic dels
individus (analisi SNPs), fer proves de consanguinitat

slots containing DNA samples I VR SRS W ™
" s i ‘ e - i

longer
bands

shorter
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Medi ambient

=

e Usde microorganismes recombinants per realitzar processos de

bioremediacio, s'incorporen gens per degradar contaminants

Step1: Isolate indigenous bacteria
(3-5d) Step 5: Conduct field
trial (1-5 years)

- N gy,
= P - iy ‘
\ Short cut: skip step 1-3 and add —
K A s engineered E.coli to polluted soil/water 1

Indigenous E.coli
bacteria

Step 2: Cross Step 3: Plate mated bacteria to
indigenous bacteria isolate crossed bacteria
and E.coli with (48-72 h)
catabolic vector
(20 min)

Step 4: Soil microcosm
experiment (30 days)

Oxygen and
nutrients

IFME'?TION RECOVERY

Carbon
Dioxide

g2




Agricultura i ramaderia

e Organismes transgénics » Organisme al qual se li ha incorporat al
genoma un o diversos gens d’una espeécie diferent

e Organismes modificats genéticament (OMG/GMO) » Organisme al
qual se li ha modificat el genoma utilitzant la biotecnologia

e En agricultura s'utilitzen plantes transgeniques i GMO a les quals se'ls
modifica el genoma mitjancant la infeccié pel bacteri Agrobacterium
tumefaciens, que conté el plasmidi Ti al qual se li incorpora el gen que
ha d'expressar la planta, o amb I'Us de CRISPR-Cas

Foreign
Plant Cointegrate Ti plasmid DNA  anR
chromosomal e — ——
plant cell t— integration sites —T

‘ kanomycin /{h N
e © ) =—) —_— o Cellof
' transgenic
plant

A\ Agrobacterium 7 )
tumefaciens Transformed @ =  Cultured

plant cell colls 7 Plantlet




e Ales plantes transgéeniques se'ls afegeixen gens que els confereixen
resisténcia a la sequera i condicions adverses, resisténcia a parasits i
plagues, tolerancia a herbicides o millor qualitat nutricional i
organoléptica

e Enramaderia s'utilitza sobretot en I'elaboracié de pinso a partir de
microorganismes recombinants o el diagnostic de malalties i
I'elaboracié de farmacs i vacunes pels animals

e També s'utilitzen animals transgénics o GMO, perd per questions de
benestar animal el seu Us és bastant limitat




Produccio industrial

e S'utilitzen microorganismes recombinants per sintetitzar productes
com aliments, substancies quimiques, materials, combustibles,

cosmetics...

e S’'introdueix el gen d'interés en alguna espécie de facil i rapid
creixement que es cultiva en tancs de fermentacio per produir grans

guantitats
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6. Biotecnologia i ética
o.1. Els perills dels GMO

e |'Usde GMO planteja questions étiques a diferents nivells:

-  GMO poden alliberar-se a la natura i formar hibrids que alterin
els ecosistemes

- Competicio deslleial de les grans empreses biotecnoldgiques
contra els petits agricultors

- Possibles efectes adversos sobre |la salut

&-""r".‘h‘ A5
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- Compliment de benestar animal i estalviar patiment
innecessari




e La modificacié genética en humans esta molt restringida i s'utilitza
nomeés en algunes terapies géniques o modificacions d’embrions
en casos Mmolt concrets per varies raons:

- Lintent de modificacié d'un gen pot comportar alteracions en
altres parts del genoma, apareixent malalties i patologies

- La creacio de persones a la carta i plantejar-se conceptes com
els d'una raga superior comporta gquestions etiques

- Son processos costos que només la gent més rica es podria
permetre, creant més desigualtat social entre rics i pobres

- Treballar amb embrions i cél-lules germinals comporta
consequéncies per a les seglients generacions, que poden ser
negatives ja que sdn tecniques encara molt noves




