I’enginyeria genetica



Tecnica que permet la modificacié del genoma d’un individu.

Genoma: Conjunt haploide de gens d’un individu.

Biotecnologia: manipulacid dels Milagros de la

ingenieria genética

organismes amb I'objectiu d’obtenir
productes utils. Exemples que es duen a
terme des de fa segles: fabricacié de
iogurt, vi, formatge, pa, entrecreuament
de varietats animals i vegetals,...

Genomica: Estudi del conjunt dels gens i les
seves interaccions

Protedmica: Estudi del conjunt complert de
proteines codificades pel genoma



Enginyeria genetica: transformacio en bacteris

Gen de resisténcia
a un antibiotic
Plasmidi

Bacteri transformat

I T O
Permeabilitzacid amb Ha incorporat el plasmidi El plasmidi heretat
calci de les membranes /
bacterianes
v

/ Bacteri no transformat \

No ha incorporat cap plasmidi O — _
\ No es pot reproduir en un medi Aquest bac_terl

amb antibiotic T~ e podra
El plasmidi dividir en
un medi amb

Cromosoma no s’ha replicat s
antibiotic

bacteria
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1. Obtencid dels fragments d’ADN que es volen

manipular
(a) Cell lysis
Disrupt cell wall 1.Degradacid de la paret:
Disrupt cell -Bacteris: Lisozima
membrane . .
. -Llevats, fongs i plantes: Liticases o
- trencament mecanic amb perles de

Y

e Cell extract
/- ‘ vidre i agitacio.
~ 2.Degradacié de la membrana:
S’empren diferents detergents o

Purificacio alternativament es fa una lisi

fenol osmotica. Per mostres de teixit
s’empren sistemes mecanics i
hidrodinamics

Aqueaus layer 3. El contingut cel-lular una vegada

— (DNA + RNA) - ]
Intarface alliberat es centrifuga per separar els

(coagulated

proteins) fragments de paret, membranes i
Phenol cel-lules no trencades.

(b) Centrifugation to remove cell debris

Cell
extract

'

ol extrack Mix with Separate layers
phenol by centrifugation
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1. Obtenciod dels fragments d’ADN que
es volen manipular

Amplificacié per PCR

Multiples copies del gen
d’interés
2. Introduir ’ADN recombinant
dins de les cel-lules

L Vectors: virus,

plasmids...




Enginyeria geneética
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Enginyeria genetica: Formacié d’un DNA recombinant

Site-specific recombination can be viewed as a staggered breakage and reunion

Phage & bacterial DMAs align Staggered cleavages lead to crosswise pairing

Phage DNA [ )

GCTTT TTTATAC T
FREAAAAAATAT GAT: RS
N &A\ Ly
Y% -
.'?)' .‘q 0*
#:."
0‘;)}‘@ ."q )‘/‘
<y A 5,
A "qm
GCTTT TTTATACTAA 9 ﬂ?h)"?
_ELMG GAAAAAATATGAT 1_3_* G@C}Q}?‘ )}?9
Bacterial DNA / \
Recombinant junctions are sealed to generate integrated prophage DNA
—JHCGCTTTTTTATACT AA s GCTTTTTTATACTAA =
CGAAAAAATATGATT . "CGAAAAAATATGATT H—

viruattext wwa BMQIT0com

Recombinasa Cre del fag P1




Formacio d’un DNA recombinant

Topoisomerase

foe)

*.

CCCTT yNAGGG
GeAEN PCR Product Brcce

HO |

gl

Topoisomerase

CCCTT
GGGAR

Topoisomerase

v 7

{"‘O

.f-*‘e‘/'m"

AAGGG

PCR Product TrCCC

HO

033

Topoisomerase

No necessita enzims, s’utilitza la topoisomerasa | del virus de la
verola que interacciona amb la seq de DNA CCCTT



6 Formacio d’'un DNA recombinant

Insertion sequence, 1S1

Transposase gene

AN

5’ GGTGATGCTGCCAAGTTACTGAT |3’ 5’ ATCAATAAGTTGGAGTCATTACG 3 Les IS tenen unes
3’ GCACTACGACGGTTGAATGAGTA|5’ 3’ TAGTTATTCAACCTCAGTAATGG 5’ dimensions entre 1i 5

) Kb i presenten en els
extrems de la

Insertion Sequences

8 L seqliencia IRs (Inverted
' Repeats). En la part
R interna codifiquen per
Target sie una transposase,
Grromosoma %ﬂ*“‘“ s I'enzi,m requeri-t-pel 3
cut! procés de mobilitzacio.

¥

—— Inserted IS element —————+

Gaps filled by DNA
polymerase, DNA ligase

L

™ Host DNA

Duplicated target site sequence



Enginyeria genetica: Sintesi d’'un DNA complementari (DNAc) i insercié en un plasmidi

DNA plasmidic

Ruptura l Nucleasa Eco RI

5 AATT 3 ,
3 TTAA
l Tractament amb
exonucleasa
Transferasa terminal
meés dATP
' AAA
; 2 3
AAAA 5

\Escalfament i refredament lents

Polimerasa |
de DNA

DNA plasmidic DNA de Drosophila
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Plasmidi quimera
(DNA recombinant)



Introducciéo d’ADN recombinant

Transformacié mitjancant CaClz

e -""‘-\\.--"":\_'_.':-:.-_--.___

e 8

ey = Aliquot competent cells

N
AMG2 .
Centrifuge

—

L

1 j \
Al 1 1
" A
ﬂs [P N
\
'l::' U

( 2 . . L |
Log phase Chill on lce Store at 80 °C

E. coli culture

i .
| Resuspend bacterial
ellat in CaCly solution

-

[ & a *,
L ]

%
Plate
on LB + Heat
-—— = ampizillin shock
105108 amgp’ 5 )
colonies [ pg DNA 42 UC Ho0 bath Chill on ice

) amp'’plasmid DNA

L’addicio de clorur de calci (10-30 mM) i la incubacid a 42C durant hores indueix un estat de
competencia a les cel-lules de E.coli. Aquest tractament provoca la mort d’un 50 al 80 % de les

cel-lules.

El DNA lineal no es transforma eficientment degut a la presencia de la exonucleasa recBC que el
degrada. El DNA plasmidic té una elevada eficiencia de transformacio, ja que no té els extrems

lliures i no és atacat per la nucleasa recBC.

Després del xoc termic les cel-lules s’han d’incubar durant aprox. 1 hora en abséncia de seleccid

per permetre la supervivencia (temps d’expressio fenotipica).



@ Enginyeria genetica: Introduccié d’ADN recombinant

Electroporacio ~

_I"-'- 1
Gnntrlfugt ' Resuspend bacterial
. peliet in sterile Hz0

e -
Centriuge | Rasyspend bacterial

‘_' _} = pellet in starie H2D )
" -

-

Log phase l
E. coli culure Usa rl.'umpeizant
colls immediataby
amp' plasmid DNA ‘ ) \ /
a
=
Plate )
= onLB + Qﬂr”
S ampicillin
109102 amp’ Saline butfer
cclonies / pg DNA

Introduim les molécules de DNA dins la cel-lula mitjancant un breu pols eléctric
qgue causa la formacid transitoria de porus en la membrana.

Elevada mortalitat



@ Enginyeria genetica: Introduccié d’ADN recombinant

Micro-injection

Elevada eficiéncia. La transfeccid és de cél-lula en cél-lula. Util per a crear
transgenics.



6 Introducciéo d’ADN recombinant

Transfeccido amb lipofectamida

DNA lipid complexes

{must be without serum) form complexes

{15 min, room temperature)

100 pl
medium &
cationic
lipid reagent

800 pl
transfection
medium

100 ul
medium
& DNA
cells

35-mm dish rinse with incubate 2-24 h
50%-95% transfection then add
confluent 5 A\ Aalrs medium, A i "“"or replace
(plated day o aspirate ' ' medium
before

transfection)

Lipids cationics que permeten condensar les molecules de DNA en una
estructura lipidica compacta. La naturalesa lipofilica dels lipids cationics
permeten la formacid d’agregats que interaccionen i travessen la
membrana cel-lular.



Introducciéo d’ADN recombinant

Promotors induibles

Quan un gen es clona sota el control del
promotor d’arabinosa, la seva expressio
esta controlada per I'activador araC.
L’expressio s’'indueix fortament en

Nty A dimer presencia d’arabinosa en el medi. El
b sistema esta molt ben regulat, i en
e : : .
No transcription abséncia d’arabinosa i presencia de glucosa
BB e el promotor esta totalment reprimit.
L-arabinose + Glucosa -Glucosa
v - Arabinosa + Arabinosa
" Transcription
- Promotor -> no + Promotor->

I By transcripcio transcripcio



Enginyeria genetica: Introduccié d’ADN recombinant. Vectors: Els plasmidis

MCS
Muiltiple
Cloning
Site

Replicacio
oriV; Rep

Mobilitzacio

oril: mob
Altres

Marcador Fenotipic

Auxotrofies; Resisténcia,

metabolisme; foxines

Quan parlem de vectors de clonacio cal tenir
en compte:

-la seva capacitat replicativa en diferents
hostes. “Broad hoste range”, ampli espectre
d’hoste.

-L’estabilitat dels vectors dins la cel-lula en
abséncia de seleccid. Pressio selectiva.



6 Introduccio d’ADN recombinant. Vectors: Els plasmidis

Plasmids: pcDNA-GFP-MMP7
i pcDNA3.1-MMP9-Myc

Comprovacié
plasmids

Transformacio en Transfeccio en
E.coli eucariotes (HCT-
116.Fluc.C2)

Comprovacio de la
transfeccio en 293FT




@ Enginyeria genetica: Introduccié d’ADN recombinant. Vectors: Els plasmidis

Utilitzacid del plasmidi Ti com a vector de gens en plantes

Plasmidi Ti ‘
amb un gen Cél-lula
interessant de planta
intercalat transgénica

enelsector T

Cél-lula de planta
de tabac

Cel-lula
transformada

Planta de tabac
transgenica

Cél-lules cultivades

\

Plantula



Enginyeria genetica: Introduccié d’ADN recombinant. Vectors: Els virus

Transduccio

DNA viric

/@V vy DNA bacteria
c
B
@ /\g\ Replicacié del DNA viric

A
VC ) Fragmentacié
J "
Gine O /-») del DNA bacteria

O Algun fragment de DNA
q__\ P@Q bacteria s empaqueta
en una capsida en lloc

de DNA viric

° 2
R 9 3)
£

® 2
L

° _g
()

Alliberament de virions
madurs després
de lalisi del bacteri

Un virus que conté

un fragment del DNA
de I'hoste anterior
infecta un segon bacteri

El DNA infectant es
recombina amb DNA
bacteria. Aixi es produeix
la transduccié de gens
d'un bacteri a un altre



Introduccio d’ADN recombinant. Vectors: Els virus

Terapia genica: insercio de copies funcionals de gens defectuosos o absents en
el genoma d’un individu.

TG somatica

2 Tipus

TG germinal

Adenovirus

Terapia genica amb virus s'Tanomena viroterapia

Retrovirus



Gen d’interes

Viroterapia

Virus

Cel-lules del pacient

Integracio (o no) del genoma
del virus en els cromosomes
de la cel-lula

Reintroduccio de
les cel-lules




6 Introduccio d’ADN recombinant. Vectors: virus. Adenovirus

Wiral I Wiral
CHA Gene CiHA

* DNA viric Ny TRODNR
epicromosomic :

inta
Wector binds to
cell membrane

NO risc de mutagenesi
insercional

i
&

Vector injects new
gene into nucleus

R
Cell makes protein 55
using new geng .

n adenovirus vector |

Vectors adenovirals

¢ G e n d’ i nte rés d e fi n S 1.5, Hational Libran Nl
a 30kB

promotor
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Introduccio d’ADN recombinant. Vectors: virus. Retrovirus

Virus ARN cadena senzilla

Integracio en el genoma de la cel-lula
Regions gag, pol i env

Perill d’integracio inespecifica

LTR ¥ gag pol anv LTR
S - — I -
—T
|
|
|
|
LTR v neo  Promoter cOMNA LTR



6 Introduccio d’ADN recombinant. Viroterapia

Avantatges Inconvenients

v’ Curar o tractar patologies com
el cancer, malalties
neurodegeneratives etc.

X Immunogenesi

X Mutagenesi insercional
v" Medicina personalitzada

X Transferéncia génica pobra



6 Introduccio d’ADN recombinant. Viroterapia. Virus oncolitics

* Virus capacos d’eliminar tumors. IN VIVO

Objectius

cel-lules amb ausencia de gens
/ supressors de tumors (ex: p53)

Replicacio virus en
\\ cellules amb caracteristiques

especifiqgues de tumors (ex:
expressio d’alfa proteina)

Exemple: ONYX-015



6 Introduccio d’ADN recombinant. Viroterapia

ONYX-015

* Adenovirus amb deleci6 del gen E1B

e Sol es replicara en cel-lules que tinguin deficits de p53
(cel-lules tumorals)

Mormal cell
[ps
p53 induction p53 blocks viral Attenuated infection
replication
DN'\"X 015
Cancer cell
(p53-)
Mo functional p53 Viral replication Cell destruction,
virus release,
virus spread




6 Introduccio d’ADN recombinant. Viroterapia

SCID. Viroterapia
* A pacients amb SCID-ADA

MoMLV-ADA

MCS €<— ADA




6 Manipulacio genetica

Inactivacio geénica

-Phenocopia: sense afectar el genotip, només canvia
el fenotip. Principalment s’utilitza la interferencia de
RNA (RNAi)

-Knock out: inactivacié insercional del gen o
eliminacio d’un exo

-Knock in: canvi d’una sequiencia o exo per un altre de
modificada.

Transgenic: insercio d’un gen heteroleg



@ Enginyeria genetica: Manipulacié genética

RNAI
$ miRNA precursor OR
Double-stranded RNA
TR RN nnm
lDicer
Double-stranded & p OH 3
mi/siRNA 5 DH g
RISC wm
‘HA function
111111 el 150,
miRNA function A,
. — RECONEIXEMENT
RECONEIXEMENT P/\ target cleavage RNA DEL mRNA
INCOMPLET DEL DIANA

RNA DEL mRNA Imam;ie{e -
DIANA translation reprepfsimg



Enginyeria genetica: Manipulacié genética

KO KO condicional
Morula:
8 cells Section of
{21/2 days) blastocyst

Cells not expressing Cre Cre-expressing cells

A [aATA
Exon Exon2 Exon3
LoxP LoxP

Gene function is normal

W
AN { —{1—{ }—
1 3
Gene function is disrupted



6 El cancer: una malaltia genetica

Yy vyrwy¥yy

v
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6 El cancer: una malaltia genetica

[Tots els tumors (benignes | malignes) tenen 2 components:

1. Paréenguima tumoral: cel-lules tumorals
2. Estroma reactiu: teixit conectiu, vasos, cel-lules inflamatories i del

sistema immunitari (MACROFAGS i LINFOCITS)



@ El cancer: una malaltia genetica

e Caracteristiques del tumor

— Diferenciacio i anaplasia

-—"'-'_-

e

—DIFERENCIACIO

MALIGNITAT

;




@ El cancer: una malaltia genetica

~ Pleiomorfisme cel-lular: heterogeneitat en mida i forma de les cel-lules (tant er

citoplasma com en nucli).

» Atipia nuclear:
* nuclis hipercromatics.
* nuclis desproporcionadament grans (ratio nucli:citoplasma 1:1 enlloc
de 1:4 o 1:6 de cel-lules normals).
* Forma irregular
* Cromatina marginada (s'acumula per sota de la membrana nuclear)

* Nucleols prominents -

- s
» Mitosis: t*#ﬁ =

» Nombre anormal de mitosis LR £
» Mitosis aberrant (triolars, quadripolars)® .~ & 52 = Js e
ioars, quadipolers) g S

~ Perdua de polaritat: desorganitzacié del les cél-lules en un teixit



@ El cancer: una malaltia genetica

LEIOMIOMA LEIOMIOSARCOMA




El cancer: una malaltia genetica

Teratoma

- Tumor desdiferenciat, les cel-lules es
diferencien fins al punt que
adquireixen capacitats de cel-lules
mare embrionaries, és a dir, poden
formar qualsevol tipus de teixit (ossos,
dents, musculs, pels, etc)




6 El cancer: una malaltia genetica

Meoplasia

estadi pre-invasiu

Tumor invasor

T5
T1<

6
T2
T/

T8—T8
T4

9

10

Té suficients mutacions
per provocar metastasi




@ El cancer: una malaltia genetica

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis and metastasis

Limitless replicative
potential

@© Elsevier. Kumar et al: Robbins Basic Pathology 8e - www.studentconsult.com



6 El cancer: una malaltia genetica

MUTATION
/ \

PROTO- GENS SUPRESORS DE TUMORS:

ONCOGENS:vDOMINANT RECESSIU
(but when haploinsuficiency)

GENS CICLE CELULAR

GENS IMPLICATS EN APOPTOSI

"""" GENS IMPLICATS EN REPARACIO: INESTABILITAT GENOMICA .
: (FENOTIP MUTADOR)

Canvis epigenetics: metilacio i microRNAs




6 El cancer: una malaltia genetica. Agents cancerigens

CARCINOGEN: Qualsevol substancia que incrementa la probabilitat de
desenvolupar cancer. Les radiacions de longitud d’ona curta (rajos UV, X, ...), les
radiacions nuclears, el quitra, els fumats, el pa torrat cremat, I'amiant, el clorur
de vinil, les anilines, alguns conservants i edulcorants artificials, les begudes
alcoholigues d’alta graduacid i el tabac en sén un exemple.

Mortalitat (habitants)

60.000
nombre de cigarretes/dia
50000 -~ &0
O entreQi9
B entre 10119
40.000 —t-- g entre 20139
B mésde 39
30000 = - o e ]
20000 = -----mm -
10000 F---------—-c
0 _AI:LEL..II HH
de 35344 de 45 a 54 de 55 a 64 de 65 a 74

Edat (anys)



El cancer: una malaltia genetica. Terapies

/ \ Alteracié del sistema immunitari:

L , . Limfocits T citotoxics o interferd
Recombinacié que col-loca I'oncogen sota

un potent promotor |

|

Les cel-lules cancerigenes tenen proteines diferents en la membrana que actuen com

————Sém atacades pel sistema immuntari (si funciona correctament).

Terapies:

¢ Fabricar anticossos i inocular-los al pacient. Per exemple: barrejant limfocits amb cel-lules d’'un mieloma (tumor del sistema
immunitari). Bons resultats en leucémies i limfomes pero no en tumors solids.

e S’han unit als anticossos substancies radiactives, citotoxiques o antineoplastiques que actuen aixi només sobre la cel-lula
gue conté I'antigen (cél-lula diana). Exit de 30% de reduccid en tumors solids de cancer de colon.

e Estimular 'autoimmunitat activa inoculant cel-lules canceroses atenuades, és a dir vacunant.

e Substancies anticancerigenes que actuen en els sistemes de reparacio del ADN o evitant els processos promotors. Es troben a
la fruita, verdura, oli d’oliva, peix blau.



6 El cancer: una malaltia genetica. Terapies

e Les MMPs son:

— Endopeptidasses zinc-dependents
— Importants en la degradacio de la MEC
— En cancer coloretal — 1 MMP-1,-2,-3,-7,-9i -13

Progressio
tumoral

Secrecio MMPs




6 El cancer: una malaltia genetica. Terapies

* Les nanoparticules:

— PGLA (poly lactic-co-glycolic acid) — Polimer
sintetic biodegradable, biocompatible

> 5FU
] 0.0X| 4 E
p k-"' Peptid
NPs

Alliberacio del
farmac en la zona
del cancer

sensible a
MMPs

‘v?

CANCER
-5FU:—] processament RNA COLORECTAL
- OXI: Ponts intracatenaris i

trencaments de cadena




El projecte Genoma Huma

Es va iniciar el 1990 i va acabar I'any 2003,
abans del que s’esperava.

Es va treballar amb ARNm i només el 3% del
genoma son gens que codifiquen proteines.

Només tenim 25000 gens!

Es creu que la nostra complexitat deriva de
les diferents maneres d’interactuar entre ells
i per tant de les multiples formes
d’expressio dels gens.

Actualment coneixem totes les seqliéncies
de nucleotids i estem estudiant les seves
formes d’expressio.

On esta l'errada?

@) SEGUENT]




Riscos i implicacions etiques

Anys 60: comenca la tecnica del DNA recombinant.
1974, onze biolegs van demanar I'establiment de normes per regular els possibles perills

Primer es van centrar en la seguretat i I’eficacia dels processos i productes. Per ex: el virus SV40 de simis

causa cancer, si s’introdueix en Escherichia coli que viu en el nostre tracte digestiu que pot passar si
s'escapa accidentalment del laboratori?

En segon lloc la discussid es centre en qliestions étiques i la relacido amb els processos legislatius.

1993 Comité Internacional de Bioética de la Unesco. Objectiu: evitar aspectes del progrées que atentin
contra la dignitat humana.

Declaracio universal sobre bioética i drets humans UNESCO

Criteris bacics:

v’ Limits per motius ecologics i de sanitat --- Transgeénics

v’ Limits per motius étics i morals --- Investigacié amb cél.lules mare

v’ Limits per motius socials --- Sondeig génic per aconseguir un lloc de treball una asseguranca, ..

v’ Limits per motius politics --- Dret de tots als avencos: llavors transgéniques

Sobre les patents de seqliencies d’ADN HUGO defensa que tan sols es puguin patentar les seqiieéncies de les quals se
sapiga la funcié, coma ara els marcadors, llocs d’actuacié dels medicaments o gens amb funcié coneguda.



