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Amb l'enginyeria genetica s’esta albirant la possibilitat que ’home controli la

seva propia naturalesa biologica. Aquest article, del professor Prevosti, ens

introdueix en el camp de coneixements basics de la biologia molecular que ens

ha d’ajudar a entendre la tecnica de les manipulacions genetiques, és a dir, el seu

principi, les esperances i els interessos que plantegen i també els riscs derivats

b . .
d’aquestes noves biotecnologies.
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. minen les propietats genetiques
dels éssers vius, estan formats
Aquesta és una substancia amb una es-
tructura molecular idonia per a portar la
d’ADN son polimeres, és a dir, estan
formades per una serie d'unitats sem-
linealment en llargs filaments. Els nu-
cleotids de 'ADN s6n de quatre tipus
sucre (la desoxiribosa) i una base nitroge-
nada, pero només és aquesta ultima la
tats; pot ser timina, citosina, guanina i
adenina. En la resta d'aquest article ens

sor d'investigacié al CSIC, director de la
celona. Entre altres investigacions ha tre-
somic de la D. J@o scurd.

Els gens, les unitats que deter-
per acid desoxiribonucleic (ADN).
informacid genetica. Les molecules
blants, que es diu nucleotids, ordenades
diferents. Tots contenen acid fosforic, un
que ¢és diferent en els quatre tipus esmen-
referirem a les quatre classes de nucleo-

tids de 'ADN amb la lletra (majiscula)
inicial de les bases nitrogenades de
I'ADN, és a dir, T, C, G i A, que sim-
bolitzaran respectivament nucleotids amb
timina, citosina, guanina o adenina. Indi-
quem, a més, que les molecules comple-
tes d’ADN estan formades per dos fila-
ments, cadascun dels quals és una se-
quencia de nucleotids. Les dues cadenes
son paralleles i estan enrotllades en he-
lix, per aixo diem que una molecula
d’ADN és una doble helix (vegeu fig. 1).
Els nucleotids de les dues cadenes pa-
ral-leles es corresponen per parells, pero
no de qualsevol manera: sempre a un
nucleotid T d'una cadena correspon un
d’A de l'altraia un de C, unde G, és a
dir, la doble helix 'ADN esta formada
per parells de nucleotids que poden ser
A-T, T-A, C-G o0 G-C

L’ordenacio dels nucleotids a un filament
d’ADN i, per tant, de parelles de nucleo-
tids a una doble helix, no esta sotmesa a
cap restriccio ni condicionament fisico-
quimic, és a dir, admet igualment qualse-
vol ordre de nucleotids. Es evident, per
tant, que en les molecules d'ADN que
porten informacid genetica, que estan
formades en els casos més senzills per
milers 1 en general per molts milions de
nucleotids, el nombre d’ordenacions di-
ferents que aquests poden presentar és
il-limitat; aquesta possibilitat és la base
que siguin idonies per a portar la infor-
macio genetica. D'una manera semblant a
la utilitzacio que fem de les lletres de
I'alfabet, ordenades de formes diferents,
com a vehicle de transmissié d’informa-
cio en el nostre llenguatge, en els siste-
mes vivents els quatre tipus de nucleotids
de 'ADN s'utilitzen per a transmetre la

informacio genetica. Els gens, que son les
unitats fonamentals de la informacio ge-
netica, son segments dels filaments
d’ADN que, per tenir una sequencia de
nucleotids especifica, porten una infor-
macio concreta per a la cel-lula, de ma-
nera semblant a com ordenacions especi-
fiques de lletres en el nostre llenguatge
porten la informacio continguda en les
paraules o en les frases.

Per a que serveix la informaci6 genetica
continguda en els gens? Principalment és
informaci6 per a la sintesi de proteines
especifiques. Aquestes també son mole-
cules polimeres i les unitats que les for-
men son els aminoacids, 1 en dltim terme
les propietats de cada proteina depenen
de 'ordenacié dels aminoacids que la
formen. Als éssers vius sha desenvolupat
un diccionari, la clau genetica, que esta-
bleix les equivalencies entre triplets de
nucleotids (seqiiencies de tres nucleotids)
i cadascun dels vint aminoacids que for-
men les proteines. Per un mecanisme
complex, la seqiencia de nucleotids
d’ADN de cada gen és transcrita en una
seqiencia de nucleotids d’ARN, i
aquesta, en els ribosomes de les cel-lules,
es tradueix, utilitzant el diccionari de la
clau genetica, en una cadena d’aminoa-
cids, és a dir, en un polipeptid d'una
proteina.

Per que aquests processos de transcripcio
1 traduccio es realitzin correctament, els
gens, a més de les sequencies de nucleo-
tids que es tradueixen en els polipeptids,
contenen sequencies que formen senyals
indicadors d’on han de comengar i acabar
la transcripcio i la traduccid, d'on han de
col-locar-se les molecules que intervenen
en aquests processos, les que els regulen,
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Estructura tridimensional en doble bélice de la molécula d’ADN. Les cadenes laterals contenen

actd fosforic i sucre 1 els graons, bases nitrogenades.
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etc. Per tant, un gen és una unitat com-
plexa que porta una informacio per a la
sintesi, en general, d’'una cadena polipep-
tidica, pero a més perque aquesta es
formi on i quan sigui necessaria i en
quantitat adequada.

Les proteines son les molecules basiques
de I'estructura dels éssers vius, aixi com
del seu funcionament. Els constituents de
I'estructura cel-lular i dels teixits son
proteines associades amb altres molecu-
les, pero aquestes es formen per l'acci6
d’altres proteines, principalment els en-

zims. A més, els processos fisiologics,
com la respiracio, la digestio, etc., depe-
nen també d’enzims que son proteines.
Per tant, els gens, a través de les protei-
nes, porten informaci6 de totes les carac-
teristiques morfologiques, fisiologiques i
fins de comportament dels organismes.
Aixo no vol dir, pero, que aquest control
dels gens sigui rigid; de fet és més o
menys flexible davant la influencia de
factors externs a l'organisme, I'ambient,
que cada individu va trobant en el curs
de la seva vida.

EL CROMOSOMA DELS
BACTERIOFAGS,
BACTERIESI CEL-LULES
FEUCARIONTS

___ELS PLASMIDS

La informaci6 genetica basica de les bac-
teries esta continguda en una gran mole-
cula d’ADN d’estructura circular, és a
dir, sense extrems lliures (vegeu fig. 2).
Aquesta molecula és el cromosoma bac-
teria, encara que alguns autors no consi-
deren adequat donar-li aquest nom, per-
que té una estructura molt diferent de la
dels cromosomes del nucli de les cel'lules
eucarionts i prefereixen utilitzar el terme
de genofor. Concretament, ’ADN de les
bacteries no esta associat a proteines ba-
siques com en els eucarionts, on associat
amb proteines d’aquest tipus, les histo-
nes, forma la cromatina.

A més del genofor que porta la informa-
ci6 genetica basica, ¢és a dir, el conjunt de
gens que conté sempre la bactéria nor-
mal, a les cel-lules bacterianes pot haver-
hi, circumstancialment, altres molecules
d’ADN també circulars, pero molt més
petites i portadores d’una informaci6 ge-
netica que no és indispensable per al fun-
cionament normal de la bacteria. Aquest
ADN constitueix els plasmids, els quals
donen a les bacteries propietats peculiars.
L’ADN dels plasmids és autonom, pel
que fa referencia a la seva duplicacid, del
cromosoma bacteria. Pot ser, per tant,
que els plasmids es multipliquin amb
major frequencia que el cromosoma bac-
teria, 1 que a consequencia d’aixo a cada
bactéria hi hagi diverses o fins moltes
copies de determinats tipus de plasmids.
Entre d’altres, una propietat de molts
plasmids és que tenen gens amb informa-
cio que els fa transferibles a altres bacte-
ries, per mitja d’'un mecanisme que es diu
conjugacio.

La informacié genetica dels bacteriofags
d’ADN de doble cadena, que son els que

ens interessen en relacio amb l'enginyeria




Esquema de I’ ADN circular d’una
bacteria
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genetica, esta continguda en una mole-
cula d'ADN que, en general, és circular,
pero que en molts casos passa per fases
en que és lineal. La mida d’aquestes mo-
lecules varia molt segons els tipus de
bacteriofags, pero sol ser més gran que la
dels plasmids i sempre és molt més petita
que el cromosoma bacteria.

En els eucarionts 'ADN portador de la
informacio genetica forma molecules
molt més grans i, associat amb proteines,
les histones, forma la cromatina. La fibra
fonamental de cromatina molt enrotllada
1 replegada forma els cromosomes tipics
d’aquests organismes (vegeu fig. 3).

___ELS ENZIMS DE
RESTRICCIO

A les bacteries hi ha unes endonucleases,
és a dir, uns enzims que s'anomenen en-
zims de restriccio, que tenen per funcio
tallar 'ADN per llocs on hi ha sequen-
cies especifiques de nucleotids. Aquests
enzims actuen sobre '’ADN estrany a la
bacteria que els conté i tenen especial
importancia en relacié amb la resistencia
de les bacteries a la infeccid per certs
bacteriofags, 'ADN dels quals és tallat
per aquests enzims. Restringeixen, per
tant, els tipus de bacteriofags que poden
desenvolupar-se en les bacteries, d’on
prové el seu nom.

Els enzims de restriccid van acompanyats
a les bacteries que els contenen d’enzims
de “modificacid”, que solen ser metila-
ses, els quals actuen introduint un grup
metilic en alguna de les bases dels nu-
cleotids que formen les sequencies espe-
cifiques d’ADN reconegudes pels enzims
de restriccid. Aixi aquests enzims no po-
den tallar aquestes seqtiencies i la bacteria
no autodestrueix el seu propi ADN.
Com a exemple d'enzim de restricci6 po-
dem citar 'Eco RI, que reconeix i talla la
seqiiencia

5. "GAA*TTCs,

3 CTTA* Gj

pels llocs in icats per una petita fletxa.
Les dues A amb asterisc son les que el

sistema de modificacio de la bacteria ha
metilat en el seu propi ADN, perque
I'enzim de restriccio no pugui tallar-lo.
Un fet que cal senyalar és que l'enzim
Eco RI, com altres enzims de restriccio,
encara que no tots, no talla les dues cade-
nes de '’ADN al mateix nivell. A conse-
quencia d’aixo els dos extrems que resul-
ten a '’ADN tallat per I'enzim tenen una
cadena més llarga que l'altra, és a dir,
AATTC....G

G...CITAA.
Com a exemple d'enzim de restricci6 que
talla els dos filaments de 'ADN al ma-
teix nivell podem citar I'Alul, que talla la
sequencia
5’AG'CT3’
3 TQGAj 5

com s'indica amb les fletxetes.

LA TRANSFORMACIO
BACTERIANA

Algunes especies de bacteries permeten el
pas de fragments d’ADN a través de les
parets cel-lulars. Aquests fragments, una
vegada dintre de la cel-lula, per un meca-
nisme de recombinacio poden substituir
un fragment d’ADN homoleg, del cro-
mosoma bacteria. Aixi, la bacteria pot
adquirir les propietats genetiques corres-
ponents a la informacié portada per
I’ADN que ha entrat i que poden ser
alternatives a les que portava el que ha
estat substituit. Perque produmx aquest
canvi de propictats genetiques, d’aquest
fenomen se'n diu transformacio. Hi ha
bacteries, com Escherichia coli, que tenen
una paret cel-lular que no permet el pas
dels fragments d’ADN procedents de
'exterior. No obstant aixo, es pot acon-
seguir la transformacio d’aquestes bacte-
ries convertint-les en protoplasts, és a
dir, en cel-lules despullades, desproveides
de la paret cel-lular.

Alguns plasmids també poden entrar en
les cel-lules bacterianes pel mateix cami
que els fragments d’ADN determinants
de transformacio. Aleshores, les bacteries
receptores adquireixen propietats geneti-

ques noves, les corresponents als gens
que porta el plasmid. Per extensio, aquest
fenomen també s’anomena transforma-
c1o.

L’ENGINYERIA
GENETICA

En termes generals consisteix en la intro-
duccid en cel-lules, de procarionts o eu-
carionts, de gens procedents d’altres
cel-lules, aconseguint que la informacio
continguda en aquests gens sigul trans-
crita 1 traduida, és a dir, que funcioni
dins de la nova cellula. Amb aixo la
cel-lula receptora pot produir una pro-
teina que es formava en les cellules
d’origen, pero no dins ella. Aquesta
cel-lula ha adquirit una propietat genetica
que no tenia.

Les tecniques que s'utilitzen amb aquest
objecte son variades; a continuacio en
descriurem les principals. El proposit de
totes és situar els gens que es volen trans-
ferir en un ADN que, per transformacio,
pugui entrar en les cel-lules receptores i
que una vegada dins d'elles es pugui anar
reproduint per duplicacid juntament amb
el gen que s’hi ha inserit. A més, el gen
s'ha de col-locar en un lloc adequat per-
que pugui ser transcrit i traduit.
L’ADN en que s’ha col-locat el gen que
es vol transferir rep el nom d’ADN re-
combinant.

__ORIGEN DE [’ADN
RECOMBINANT

a) Obtenci del gen o gens a transferir
S'utilitzen dues alternatives.

1) Tallant 'ADN de les cel-lules do-
nants, amb enzims de restricci6 adequats,
es poden obtenir fragments que contin-
guin el gen que es vol transferir. Si un
gen té a cada costat, més o menys a la
vora dels seus extrems, una seqiencia de
nucleotids reconeguda per un determinat
enzim de restricciO 1 aquesta seqiiencia no
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és dins del gen, en tallar 'TADN amb
aquest enzim de restricci6 (per exemple,
I'Eco RI) quedara un segment d’ADN
que contindra el gen.

Aquest metode sol presentar un pro-
blema important. Juntament amb el seg-
ment d’ADN que conté el gen que es vol
transferir, es produeixen molts altres
fragments diferents que no el contenen.
En general, resulta dificil i laborios iden-
tificar el fragment que interessa. Sha de
recorrer a obtenir ADNs recombinants a
l'atzar, entre els nombrosos fragments
d’ADN tallats i 'ADN que es vol utilit-
zar com a vector. Els ADN recombi-
nants aixi formats s'introdueixen en bac-
teries que tenen diferents fragments de
I’ADN de les cel-lules donants. A partir
d’aquestes bacteries es poden produir so-
ques portadores d'un dels diferents frag-
ments d'aquest ADN. Si I'experiment és
suficientment ampli, pot ser que totes les
seqtiencies de 'ADN de les cel-lules do-
nants siguin presents en alguna de les
soques de bacteries que contenen '’ADN
recombinant. D’aquesta manera s’obté el
que se'n diu una ciibliotem de 'ADN de
'especie donant. Aleshores el problema
és localitzar dins d'aquesta biblioteca la
soca bacteriana que porta el gen que ens
interessa. Aixo pot ser molt dificil i la-
borios.

2) Quan és factible, actualment s'utilitza
una alternativa a la tecnica anterior, que
consisteix a sintetitzar 'TADN del gen
que es vol transferir. Per a aquesta sintesi
és necessari disposar de 'ARN missatger
corresponent al gen, que es pot obtenir
de cel-lules en que el gen estigui en acti-
vitat.

Existeix un enzim, 'ADN polimerasa
dependent d’ARN o transcriptasa in-
versa, fabricat amb la informacio de gens
d’alguns virus d’ARN productors de tu-
mors, que té per funcid transcriure una
cadena d’ARN en la complementaria
d’ADN. Com que I'ARN missatger
transcriu la seqiencia de nucleotids d'una
de les dues cadenes de 'ADN, amb la
transcriptasa inversa a partir del missat-
ger es pot sintetitzar una altra vegada
aquesta cadena de I'ADN. Després, a
partir de I'’ADN d'una cadena obtingut
amb la transcriptasa inversa és possible
sintetitzar un ADN de dues cadenes (fig.
4). S'ometen els detalls técnics amb que
aixo s'aconsegueix per no correspondre al
nivell d'aquest treball.

b) Eleccio del vebicle que ba de portar el gen
a transferir

L'ADN en que s'insereix el gen que es
vol transferir acostuma a ser '’ADN d’un
plasmid o d’un bacteriofag, si el gen es
vol introduir en una bacteria. Quan es

Cromasoma eucariota, vist al microscopi
electronic (Foto: J. Navarro, Universitat
Autonoma de Barcelona)

Esquema de 'actuacio de la transcriptasa
1nversa
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vol introduir en una cellula eucariont
generalment s'utilitza un virus com a
vehicle. Recentment, sembla que s’ha
aconseguit la transformacié de cel-lules
d’organismes superiors sense utilitzar
ADN recombinant com a vehicle, direc-
tament amb el segment d’ADN que
conté el gen que es vol transferir, que
entra dins de la cellula eucariont i s’inte-
gra en I'ADN dels cromosomes
d’aquesta.

Tant els plasmids com els virus es prepa-
ren previament fent-los deficients del
maxim possible dels seus gens. Hi ha de
quedar, aixo no obstant, la regi6 inicia-
dora de la replicacio perque puguin re-
produir-se, i també un gen que doni re-
sistencia especifica a algun antibiotic, da-
vant el qual no sigui resistent la soca
bacteriana a la qual se’l vol introduir. El
perque d’aixo el veurem després. Per al-
tra banda, ha de conservar una seqtiencia,
pero només una, que reconegui l'enzim
de restriccio utilitzat per a tallar el plas-
mid 1 produir el lloc d'insercio del seg-
ment que conté el gen. En canvi, és espe-
cialment convenient que s’hagi eliminat
els gens de transferéncia, en el cas dels
plasmids, i els que determinen la viru-
lencia de la infeccio en el cas dels bacte-
riofags 1 els virus d’eucarionts. Molts
plasmids tenen gens de transferencia que
porten informaci6 perque a les bacteries
es desenvolupl un mecanisme de transfe-
rencia dels plasmids a d’altres bacteries
que no els contenen. Com a mesura de
seguretat interessa que aixo No es pugul
produir i que 'ADN recombinant quedi
limitat 1 controlat dins de la soca de
bacteries en que s’ha introduit. El pas a
altres tipus de bacteries podria produir
situacions imprevisibles que originessin
propietats incontrolades, perilloses en al-
gun sentit, com es veura en discutir els
possibles perills biologics que comporta
I'enginyeria genctica. En el cas dels bac-
teriofags i els virus d’eucarionts és obvi
que no interessa que siguin deficients en
els gens que els donen aquest_caracter.
¢) Mecanisme d'obtencic de I’ ADN recom-
binant



Esquema de la tecnica per a I'obtencio
d"ADN recombinant
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H1 ha tres metodes principals.

1) Recordem que els enzims de restriccié
com |'Eco RI tallen 'ADN en fragments
que tenen un sol filament en els seus
extrems i que aquests extrems es diu que
son cohesius, perque son complementaris
I'un de laltre. Si tallem I'ADN d'un
plasmid o virus amb el mateix enzim de
restriccid utilitzat per a tallar el segment
que conté el gen, es formaran en el lloc
de tall uns extrems cohesis identics al que
presenta aquest segment. Aleshores si ba-
rregem els fragments d’ADN de les
cel-lules donants, tallats per I'enzim, amb
I'ADN del vehicle tallat pel mateix en-
zim, els extrems cohesius complementa-
ris d'ambdés ADN poden aparellar-se
per complementaritat de bases. Si a més,
en el preparat on aixo es produeix hi ha
molecules de lligasa (un enzim que uneix
els nucleotids dels extrems dels filaments
d’ADN continguts, és a dir, que té una
funcio inversa a la dels enzims de restric-
ci6), aquesta podra unir els extrems dels
filaments de 'ADN que conté el gen que
volem transferir amb els del vehicle.
Aixi es formara 'ADN recombinant, que
sera una molecula circular. Amb aquesta
explicacio es veu la importancia que
I'ADN del vehicle tingui un sol lloc ata-
cable per l'enzim de restriccio (fig. ).
2) Hi ha enzims de restriccié com 1'Alul
que tallen 'ADN sense formar extrems
cohesius. En aquest cas el metode ante-
rior no pot utilitzar-se per a formar
I'’ADN recombinant. El mateix succeeix
quan I'’ADN del gen que es vol transferir
s'ha sintetitzat a partir d'un ARN mis-
satger amb la transcriptasa inversa. En
aquests casos el que es pot fer és sintetit-
zar extrems cohesius utilitzant 'enzim
anomenat transferasa terminal. Aquest
enzim té la propietat d’unir nucleotids en
els extrems 3’ lliures de les molecules
d’ADN. Si els fragments que contenen
els gens que es volen transferir se sotme-
ten a l'accio de la transferasa terminal, en
un preparat que tingui només nucleotids
d’'un tipus, per exemple, nucleotids
d’adenina (A), en els extrems 3" dels seg-
ments d’ADN s'uniran una serie de nu-

cleotids d’adenina. Si 'ADN del vehicle,
després de tallar-lo pel lloc d’insercio,
també el sotmetem a I'accié de la transfe-
rasa terminal, pero utilitzant en aquest
cas nucleotids de timina (T) complemen-
taris del d’adenina, en els extrems 3’ del
lloc on s’ha tallat s’'uniran series d’aquests
nucleotids. Aixi tindrem en els extrems
de les dues classes de molecules uns fila-
ments senzills que seran complementaris
entre si. Podra produir-se un aparella-
ment per complementaritat de bases en-
tre 'ADN que conté el gen i el del vehi-
cle, després per 'accié de la lligasa (com
en el cas anterior) podra quedar formada
la moléecula ’ADN recombinant (fig. 6).
3) Quan I'enzim de restriccié utilitzat no
forma extrems cohesius, com I'Alul, en
lloc d’afegir-li aquests extrems com s'ha
explicat a 2) pot fer-se una altra cosa.
Pot utilitzar-se la lligasa del bacteriofag
T4, que uneix molecules d’ADN sense
extrems cohesius.

_ELECCIODET, 'ADN
RECOMBINANT

L'elecci6 d’aquest hoste depen en primer
lloc de l'objectiu que es vol assolir en
I'experiment. Pot ser que aquest sigui la
clonacio, és a dir, I'obtencié de nombro-
ses copies de 'ADN transferit. Aixo sol
tenir per finalitat tenir suficient quantitat
d’aquest ADN per a poder-lo sequenciar.
En aquest cas solen utilitzar-se bacteries
com a receptores de '’ADN recombinant.
També pot interessar que '’ADN transfe-
rit pugui ser transcrit 1 traduit, en sinte-
titzar la proteina per a la qual porta in-
formacid. Si aquesta proteina es produeix
en gran quantitat, perque se sintetitzi en
moltes cellules, es pot extreure d’aques-
tes per utilitzar-la. Aixo és el que inte-
ressa fer, per exemple, en el cas en que
I’ADN transferit sigui el del gen que re-
geix la sintesi d’insulina en les cel-lules
humanes. Si es pot desenvolupar un me-
tode industrial per obtenir insulina hu-
mana per aquesta via, pot constituir la

base de l'obtencio d’aquesta hormona
amb finalitat farmacologica. Fins ara,
quan es persegueix un objectiu d’aquest
tipus s'utilitzen bacteries com a cel-lules
receptores de 'ADN recombinant.

A vegades l'objectiu de l'experiment és
aconseguir que algun tipus cel-lular ad-
quireixi una propietat genctica que no
tenia, pero que porta '’ADN transferit.
Es possible que aquesta propietat sigui
totalment estranya a la cellula receptora,
com en els casos en que s'intenta la
transferencia de gens nif de bacteries com
Axzotobacter, Klebsiella o Rbizobium, que
tenen informacio per a la sintesi dels en-
zims necessaris per a la fixacio del nitro-
gen atmosferic, a cel-lules de plantes com
les dels cereals que mai no han tingut
aquesta propietat. Es evident l'interes
practic que tindria aconseguir la transfe-
rencia de gens nif als cereals, i que
aquests gens hi funcionessin. Les varie-
tats de blats o d'altres cereals que po-
guessin aprofitar directament el nitrogen
atmosferic no necessitarien adobs nitro-
genats per al seu cultiu 1 la seva produc-
ci6 esdevindria molt economica.

Una altra alternativa és la introduccio de
gens normals en una cellula deficient en
alguna propietat genetica amb la intencio
de corregir aquest defecte. Aquest pot ser
el cami per a guarir malalties genetiques.
Per exemple, en el cas de I'home, un
objectiu pot ser introduir gens normals
que determinen la sintesi de 'hemoglo-
bina normal o A en individus malalts
d’anemia falciforme, els quals no elabo-
ren aquesta hemoglobina. L’anemia falci-
forme és una greu malaltia hereditaria
que per aquest cami pot arribar a guarir-
se. En casos com aquest i l'indicat en el
paragraf anterior, és obvia quina ha de
ser l'eleccio de la cel-lula hoste: esta de-
terminada per quin és I'organisme al qual
es vol introduir una propietat genetica o
el qual es vol guarir.

Quan l'objectiu de 'experiment és clonar
I'ADN, és molt convenient tenir en
compte en l'eleccié de la bacteria hoste
que aquesta tingui propietats que mini-
mitzin els possibles perills que pot tenir
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Esquema d’un altre metode d'obtencio
d'ADN recombinant
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I'experiment. En sintesi, aquests consis-
teixen en el fet que en la bacteria podrien
apareixer propietats imprevisibles que la
fessin perillosa, ja sigui perqueé es con-
vertis en patogena per a l’home, per a
algun animal domestic o planta agricola i
fos dificil de controlar, o perque es des-
envolupés incontroladament a la natura
produint desequilibris ecologics.

L’hoste més utilitzat en aquests casos és
la bacteria Escherichia coli, pero és molt
convenient que les soques emprades tin-
guin mutants que facin molt dificil que
puguin viure fora del medi de cultiu que
s'utilitza al laboratori; en especial, convé
que no puguin viure en 'intesti huma o
del ratoli. Entre aquests mutants n’hi ha
que per a poder viure necessiten la pre-
sencia en el medi de cultiu de substancies
que no solen trobar-se en 'ambient en
que normalment viuen les bacteries; d’al-
tres fan deficients les cel-lules en la sin-
tesi de la paret cellular, de manera que
fora del medi de cultiu del laboratori s6n
lisades (destruides) i resisteixen molt poc
la dessecacio.

En relacio amb el problema del desenvo-
lupament de soques perilloses, pot ser
interessant no utilitzar E. coli i buscar una
altra bacteria hoste que sigui menys peri-
llosa per a I'home. En aquest sentit es
recomana, per exemple, Bacillus subtilis.
Finalment, en relacio amb la tecnica de
seleccio de les bacteries transformades
que s'explicara en l'apartat segient, les
bacteries hoste han de ser sensibles a un
antibiotic, precisament a aquell per al
qual el plasmid o bacteriofag vector porti
gens de resistencia.

OBTENCIO I SELECCIO
DE CEL-LULES
__TRANSFORMADES

Quan ja s’ha obtingut 'ADN recombi-
nant i es disposa d’una soca de bacteries
adequada per a servir d’hoste, el proper
pas ¢s la introduccio de 'ADN recombi-

nant en les bacteries. Aixo s'aconsegueix
per la transformacio. En afegir a un cul-
tiu de bacteries ADN recombinant algu-
nes bacteries son transformades, és a dir,
hi penetra ’ADN del medi conferint-los
les noves propietats que aquest porta. Si
I'ADN recombinant és prou petit i es
compleixen altres condicions necessaries
o convenients per a la reeixida de I'expe-
riment, el nombre de cellules transfor-
mades pot ser relativament gran. Aixo
no obstant, l'aparicié d’aquestes cel-lules
no és suficient per a utilitzar-les en els
objectius abans esmentats. Per aixo cal
poder-les separar de les que no s’han
transformat, i obtenir-ne soques pures.
Els metodes de seleccié de les cel-lules
transformades tenen aquest proposit.

Per a fer possible la seleccio, la soca de
bacteries hoste ha de ser sensible a un
antibiotic. Aixi, quan s’ha produit la
transformacio, es poden seleccionar les
bacteries transformades afegint 'antibio-
tic al medi de cultiu. Les bacteries no
transformades, sensibles, seran elimina-
des del cultiu, mentre que les transfor-
mades seran resistents perque porten el
gen de resistencia de TADN recombinant
1 es conservaran vives en el cultiu
Aquestes cel-lules, aillades una a una, po-
den servir per a fundar soques de
cel-lules portadores d’ADN recombinant.

SELECCIO DE LES

CEL-LULES

TRANSFORMADES
PORTADORES D'UN
ADN ESPECIFIC

Un problema important és com aconse-
guir soques amb un ADN recombinant
que porti precisament un gen o sequencia
d’ADN especifics, cosa que es necessita
per a aconseguir I'objectiu de l'experi-
ment.

En molts casos no és possible tallar de
I’ADN de la cel-lula portadora només la

sequencia que es vol transferir. L'enzim
de restriccié pot tallar, a més d’aquesta
sequencia, altres moltes 1 la seva separa-
ci6 pot ser molt dificil o impossible. Per
tant, s’han de realitzar experiments d’in-
tegracio en vectors utilitzant el conjunt
de les sequencies tallades. Com que els
vectors que porten precisament les se-
quencies desitjades no es poden reconei-
xer, és necessari realitzar la transformacio
de les bacteries amb tots els vectors in-
discriminadament. Aquest tipus d’expe-
riment sanomena ‘“de perdigonada”,
perque s'introdueixen a l'atzar els dife-
rents ADNs, entre els quals hi ha el de-
sitjat. El problema en aquest experiment
és identificar 1 aillar bacteries transfor-
mades que portin precisament el gen o
segment d’ADN escollit.

Per a identificar entre les cel-lules trans-
formades les que porten un ADN deter-
minat és necessari aillar-les una a una i
obtenir-ne clons. El conjunt d’aquests
clons conté totes les seqiencies d’ADN
de l'especie de la qual han estat extretes.
S’obté aixi el que se’'n diu “una bibliote-
a” de les sequencies d’/ADN d’aquesta
especie. Ara el problema és identificar els
clons portadors de 'ADN que es vol
utilitzar. Son diverses les vies per a fer
aixo. Es poden fer créixer bacteries dels
diferents clons sobre un filtre de nitro-
cel-lulosa, col-locat sobre un medi de cul-
tiu que travessa el filtre i permet el crei-
xement de les bacteries. Quan amb
aquest metode s’han obtingut colonies,
s'obtenen repliques d’aquestes i es pro-
voca una lisi 7# situ de les bacteries, per-
que quedi lliure 'ADN que contenen.
Entre aquest ADN hi ha el que s’havia
introduit amb el vector. Després els fil-
tres s'incuben amb ARN missatger del
gen que es vol identificar amb marcatge
radioactiu. En els llocs on hi havia clons
portadors de 'ADN d’aquest gen es pro-
duira hibriditzacio. Per autoradiografia es
detecta la posicio d'aquests clons. Una
altra possibilitat és analitzar les propie-
tats dels clons de bacteries transforma-
des. Pot ser que els gens introduits amb
el vector funcionin i s’elabori per la bac-
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teria la proteina corresponent a aquests
gens. En aquest «cas, la identificacio
d’aquestes proteines pot ser la via per a
identificar els clons que les produeixen.
El problema, a vegades molt dificil de
solucionar, de la identificacio dels clons
que porten 'ADN desitjat, pot evitar-se
preparant un ADN especific. A partir
d’ARN missatger del gen que es vol ma-
nipular i utilitzant la transcriptasa in-
versa, com s’ha dit abans, és possible
sintetitzar 'ADN del gen. Totes les mo-
lecules d’ADN recombinant obtingudes
amb aquest ADN seran identiques i, em-
prant-les per a transformar una soca bac-
teriana, totes les cellules transformades
portaran '’ADN que desitgem. En aquest
cas no sera necessaria la seleccio entre els
clons transformats.

LA CLONACIO

Frequentment, l'obtenci6 d'un ADN re-
combinant i la seva introduccio en bacte-
ries té per objecte aconseguir una gran
quantitat d’'aquest ADN.

Si el vector emprat per a introduir el gen
és un plasmid, per a aconseguir una gran
quantitat de 'ADN del gen és favorable
que el plasmid sigui del que es presenta
en gran nombre de repliques dins de cada
bacteria. Aleshores aquestes portaran
nombroses copies del gen. En un cultiu
de bacteries portadores d’aquest plasmid,
el nombre de copies del gen sera eleva-
dissim. Aquest procés d'obtencio de
moltes repliques d'un gen o ADN és la
clonacio.

_ LA MANIPULACIO
DELS GENS EN ELS
EUCARIONTS

Amb una serie d’objectius que s'exposa-
ran després, té també interes la introduc-
ci6 de gens en cel-lules eucarionts. Es
possible la introduccio de petits frag—
ments d’ADN en cel-lules d’eucarionts i

que aquest ADN s mtegrl en algun dels
cromosomes de la cel-lula. Malgrat tot,
aix0 s'aconsegueix només amb una fre-
quencia molt baixa.

Un altre cami per a introduir ADN en
cel-lules eucarionts consisteix a emprar
com a vector un virus. Per exemple s’han
utilitzat amb aquest objecte el virus
SV 40, el del polioma o el virus herpes.
Amb aquest metode s'aconsegueix una
major frequencia d'introduccio i si el gen
inserit en el virus esta col-locat en el lloc
1 amb l'orientacio adequats pot funcio-
nar, essent transcrit 1 traduit. Aquests
virus han de ser deficients per molts dels
seus gens, com els bacteriofags que s'uti-
litzen per a transformar bacteries, perque
no tinguin les seves propietats patogenes.
Tot 1 aixo, alguns cientifics mostren con-
siderable prudencia en la utilitzacio
d’aquests vehicles, en especial si es volen
introduir en organismes vius. Shan uti-
litzat també com a vectors plasmids de
bacteries. Fins i tot s’han obtingut vec-
tors mixtos, per exemple, del virus SV 40
i del bacteriofag A.

__OBJECTIUS DE LA
MANIPULACIO
GENETICA

L'obtencié d'un gran nombre de repli-
ques d’'un segment d’ADN fa possible la
seva seqlenciacio rapida, gracies a les
tecniques dcsenvolupades per Sanger.
S6én importantissims els avencos que el
coneixement d'aquestes seqiencies esta
produint en el camp de la genetica mole-
cular i de la genetica evolutiva. Els se-
nyals que conté I'’ADN relacionats amb
els mecanismes de la transcripcid 1 la
traduccid van essent rapidament identifi-
cats amb la seqlienciacio. Igualment, s’es-
tan identificant senyals que serveixen en
els mecanismes de regulacio del funcio-
nament dels gens, tan importants per a
entendre els processos del desenvolupa-
ment en els organismes eucarionts, com
les respostes adaptatives de les cel-lules o
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dels organismes a factors externs.
També el coneixement de les sequencies
d’ADN ha demostrat que l'organitzacio
dels gens en els eucarionts no és igual que
en els procarionts. Els gens dels primers
son “‘partits”, és a dir, presenten sequén-
cies intercalades de nucleotids que no es
tradueixen (introns) entre les que son tra-
duides (exons). Aquest ha estat un desco-
briment inesperat, que el coneixement
dels gens de les bacteries no feia pre-
veure. Igualment la sequenciacio de
I’ADN de les mitocondries ha demostrat
que la clau genetica no és completament
universal, i la de bacteriofags com el
®X 174, l'existencia de gens imbricats
que porten una informacio superposada,
pero diferent perque es llegeixen amb un
desplagament de fase.

Des del punt de vista de la biologia evo-
lutiva, la sequenciacié de 'ADN permet
I'analist de la variabilitat genetica a un
nou nivell, el més basic possible. Encara
que aquesta analisi esta en les fases ini-
cials, la seqlienciacio i fins un pas inicial
per a aquesta, l'obtencio dels mapes dits
de restriccio sembla que demostra 'exis-
tencia d'una variabilitat molt més gran
que la que semblava previsible. La se-
quenciaci6 de segments relativament
llargs d’ADN, que contenen diversos
gens, com s'ha fet en la regio dels gens de
les globines en alguns mamifers, ha per-
mes descobrir unes complexitats impre-
visibles. S’ha trobat nombroses duplica-
cions de gens, entre els quals els pseudo-
gens o gens duplicats que no funcionen,
almenys normalment.

Una altra possibilitat de la investigacio
basica és la produccio de mutacions diri-
gides en els gens aillats /n vitro. Amb els
enzims de restriccio es poden tallar d'un
gen o d'una sequencia d’ADN segments
determinats a voluntat de I'investigador.
Aleshores, recombinant aquest ADN
amb un vecto. 1 introduint-lo en
cel-lules, pot estudiar-se com funciona, el
que permet deduir la funcié del segment
tallat.

Passant a les possibles aplicacions de la
manipulacio genetica podem citar la pos-
sibilitat que gens introduits en bacteries
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siguin traduits dins d’elles, formant la
proteina per a la qual porten informacid.
Gracies a la clonacio, la formacid
d’aquesta proteina es pot fer a gran escala
i sembla que podra arribar a produir-se a
escala industrial. Si aquesta proteina té
una utilitat, posem per cas que tingui
propietats terapeutiques, es compren fa-
cilment el seu interes practic. Quan inte-
ressa que el gen introduit es tradueixi, és
indispensable que porti senyals necessaris
per a la transcripcio 1 la traduccio o bé
col-locar-lo a prop de senyals dels gens
del vector que serveixin per a la seva
traduccio 1 transcripcio.

Un altre objectiu practic important que
sembla que pot assolir-se amb la mani-
pulaci6 genetica és la introducci6 de gens
d’una especie en una altra, amb el propo-
sit que aquesta adquireixi propietats de la
primera que no tenia. Abans ja s’ha ex-
plicat I'interes que tindria la introduccio
de gens nif a plantes de cereals.

La curaci6 de malalties hereditaries
també és un dels ultims objectius de la
manipulacio dels gens. Si a un individu
diabetic se li pogués introduir gens nor-
mals per a la sintesi d’insulina, o bé a un
pacient d’anemia falciforme gens que
portessin la informacio per a la sintesi
d’hemoglobina normal, tindriem una te-
rapeutica genetica d’aquestes malalties.
En ratolins ja s’ha fet alguns passos en
aquest sentit. Per ara, en general, el que
es fa primer és introduir gens en cel-lules
en cultiu (aquestes poden ser extretes de
I'individu en queé s’experimenta) i després
introduir aquestes cel-lules en I'hoste viu.

IMPACTEDE LA

MANIPULACIO

GENETICA A LA

SOCIETAT

El desenvolupament de la ciencia i de la
seva aplicacio, la tecnologia, té per con-
sequencia un control progressiu de la na-
turalesa per 'home. Amb [l'enginyeria

genetica s'esta albirant la possibilitat que
I'home controli la seva propia naturalesa
biologica. No és estrany que aquesta pos-
sibilitat hagi despertat temors 1 fins acti-
tuds de rebuig. Per una part, els mateixos
cientifics que treballen en aquest camp
varen plantejar-se la possibilitat que les
tecniques de la manipulacio genetica
comportessin un risc biologic, que errors
accidentals o per insuficiencia de conei-
xements poguessin tenir per consequen-
cia la perdua del control dels organismes
manipulats, principalment bacteries.
Aquesta perdua de control s’ha pensat
que podria tenir consequiencies desastro-
ses des del punt de vista epidemiologic,
ja sigui per a I'home, ja per a alguna de
les seves especies domestiques. Igualment
s’ha pensat que podria tenir consequéen-
cies negatives sobre els equilibris ecolo-
gics naturals. Es considerant aquests pos-
sibles perills que s’han desenvolupat tec-
niques adequades per a limitar-los. Les
caracteristiques de les soques de bacteries
i dels vectors utilitzats que abans hem
citat estan pensades amb aquest fi. Igual-
ment en els laboratoris on es treballa en
manipulacio genetica s’han de complir
unes condicions d'aillament, d’higiene,
etc. que redueixen la probabilitat que les
cel-lules manipulades surtin del labora-
tori. No obstant aix0, en aquest sentit, és
a dir, com a perill biologic, I'experiencia
d’aquests anys de treball sembla indicar
que la manipulacio genetica no consti-
tueix un risc més gran del que comporten
altres avencos tecnologics que han des-
pertat moltes menys suspicacies. Per aixo
sembla que en aquest aspecte I'ultima de-
cisio ha de ser dels cientifics, ja que es
tracta d'un problema tecnic i aquests son
els qui millor el coneixen, per no dir els
unics.

En canvi, un altre aspecte és la conside-
racio de I'impacte que el control biologic
de la nostra especie pot tenir a la societat.
Respecte a aquesta questio em limitaré a
indicar els punts que em sembla que
deuen tenir-se en compte.

1. Que les aplicacions possibles son mol-
tes 1 molt positives per a millorar la vida

de 'home.

2. Que en problemes d’aquest tipus hi ha
el perill de partir de prejudicis anticienti-
fics i antiintel-lectuals.

3. Que si hi pot haver perills, aquests no
depenen dels cientifics, sin6 dels politics,
utilitzant aquest terme en sentit ampli.
4. Que en general, quan es vol passar un
riu, s'ha d’afrontar el perill de mullar-se.
5. Que tota decisié negativa que no sigui
resultat d'un acord universal i que es
compleixi, no té sentit.

6. Que en ultim terme és la societat,
encara que amb la maxima informacio
que li puguin donar els cientifics, qui ha

de decidir.
( Antoni Prevosti )
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