7 Genetica molecular

Objectius previstos

» Comprendre els mecanismes moleculars que possibiliten el flux d'informacio a partir del
DNA. Per a aconseguir-ho cal:

— Coneéixer quins enzims intervenen en aquests processos i com hi actuen.
— Observar les transformacions que comporten les diverses reaccions.

— Comprovar la fidelitat de la reproduccié del missatge que permeten, d’'una banda, el
codi genetic i, de l'altra, els mecanismes de replicacio, transcripcio i traduccid.

» Coneixer les possibilitats de I'enginyeria genética i algunes de les seves aplicacions, a
partir del desenvolupament d’un projecte senzill.

 Reflexionar sobre les implicacions étiques de I'enginyeria genética i formar-se un crite-
ri propi basat en raons objectives.

-Selectivitat.io
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Organitzacio dels continguts

1. EI DNA

2. Flux d’'informaci6
a partir del DNA

3. Les mutacions

4. L'enginyeria
genetica

Abans de comengar...

Fins fa algunes decades, a causa de la seva com-
plexa organitzacio, el DNA era una molecula gai-
rebé inaccessible; la informacié que es tenia de la
seva activitat i de les seves propietats es deduia
d’'una manera indirecta, analitzant les proteines
gue se sintetitzen a partir del DNA.

Tanmateix, en els darrers quaranta anys s’ha pro-
gressat extraordinariament en el desenvolupament
de técniques bioquimigues i microbiologiques que
han permés d’'estudiar el DNA i que han obert el
cami a la genética molecular com a disciplina cien-
tifica d’'un enorme interés per a la humanitat.

El futur es presenta apassionant pero incert, ja
que en el segle XXI els especialistes s’enfronten
a una colla de reptes molt importants, sense obli-
dar els dilemes étics i morals que I'aplicaci6 d’a-
questes tecniques des-envolupades genera tant
en I'aspecte cientific com en el social.

2.1. Lareplicaci6
2.2. Latranscripcio
2.3. Latraducci6

2.4. Control de I’expressio
génica

4.1. Instruments i técniques
utilitzats en enginyeria
genetica

4.2. Disseny d’un projecte
d’enginyeria genética

Recorda

» EI DNA i 'RNA so6n acids nucleics d’estructu-
ra lineal formats per desoxiribonucleotids i
ribonucleotids, respectivament. Llur paper
biologic com a molécules informatives és fo-
namental per als processos vitals.

« En tots dos tipus de substancies s’hi distin-
geixen un extrem 5’, on es localitza un grup
fosfat, i un extrem 3, on hi ha un grup hidroxil.

» La manipulacié del DNA pot modificar I'es-
tructura i I'activitat dels organismes vius.

2lectivitatio
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1. EI DNA

El DNA té una composicié i una estructura que fan possible la seva fun-
cio informativa, que té com a finalitat la sintesi de proteines.

| Ho—b =0! Base nitrogenada
i -
- o _I Adenina
Nucledtid < ! S A

_ | Timina
' 0.

. .
Desoxiribosa | 3¢H, 1 [
I H\{ H/u !
[ S — _I

HO—P =0 = = ]

| . .
0 'TCitosina | 1
e 0 |

Es una gran molécula composta per les subunitats segiients: desoxi-
ribosa, acid fosforic i bases nitrogenades.

Les molécules de desoxiribosa s’uneixen a les molécules d’acid fosfo-
ric, de manera que s'alternen i formen una cadena. En un extrem de la
cadena queda lliure un grup fosfat que esta unit al carboni 5 de la de-
soxiribosa. En I'altre extrem, queda lliure un grup hidroxil unit al carbo-
ni 3 de la desoxiribosa.

Al carboni 1 de la desoxiribosa s'uneix una base nitrogenada. Aquesta
subunitat és el component variable de la cadena de DNA, ja que hi ha
quatre bases nitrogenades.

El conjunt format per una molécula de dexoribosa, una d'acid fosforic i
una base nitrogenada és un nucleotid.

(‘)H
H(J—l‘7 =0

Adenina H Timina | y OH i
/c:{‘) o H_ Carboni 5
b H
. H H
Carboni5 K, 4 =
H H H CH
0 2
0
0 H |
Ho=p =0 <)=1|1—<)H
0 Timina H Adenina| g
! 0.
CH
2 H
NI H/H H
(O
HO—P =0
o Citosina H Guanina
CH,
I\ B/H

Carboniz ¢ M i

Al costat de la cadena anterior se’n situa una altra que esta formada per
subunitats d’acid fosforic i de desoxiribosa, amb les bases correspo-
nents, pero en posicié antiparal-lela. Aixo vol dir que queden confron-
tats I'extrem del carboni 5 d’'una cadena amb I'extrem corresponent al
carboni 3 de I'altra cadena.

Totes dues cadenes s’'uneixen formant una doble cadena, mitjancant
els ponts d’hidrogen que estableixen entre elles les bases adenina amb
timina i citosina amb guanina. Aquestes parelles de bases s6n com-
plementaries.

Finalment, tot el conjunt esta enrotllat en espiral i constitueix la doble

heizslectivitat.io



2. Flux d’informaci6 a partir del DNA

La informaci6 del DNA esta codificada en la seqiiéncia de les seves ba-
ses nitrogenades. Aquesta informacio flueix i es transmet en dos sentits
diferents:

« A partir del DNA s’obtenen noves moléecules de DNA per replicacio.
Aquest procés s’esdevé durant I'etapa S del cicle cel-lular i permet la
transmissio de la informacié de céel-lula a cél-lula, mitjangant la mito-
si, i d'individu a individu, per mitja de la reproduccio.

« Per transcripcio, s'obtenen molécules de mRNA que contenen in-
formacié del DNA. Mitjangant la traduccié de 'mRNA, aquesta infor-
macio determina la sintesi de les proteines.

Aquest flux d’informacié constitueix el dogma central de la biologia
molecular. Va ser enunciat I'any 1958 per Francis Crick i ha estat la base
gue ha permés els grans avencos en el coneixement de la genética mo-
lecular que s’han realitzat des d’aleshores.

Aquest dogma central ha estat ampliat en els darrers anys, amb dos
punts referents als virus:

« La transcripcid inversa. Alguns virus, anomenats retrovirus, poden sin-
tetitzar DNA a partir de 'RNA viric, mitjangant I'enzim transcriptasa in-
versa. Aquest és el cas del virus de la sida.

« La replicacio de I'RNA viric, que duen a terme els enzims replicases.

En aquesta unitat es tractara inicament el flux d’informacié que proce-
deix del DNA en les cél-lules eucariotes i procariotes.

Lesquema segient mostra, de manera general, la replicacié, trans-
cripcid i traduccié en una cel-lula eucariota.

Flux d’informacié a partir del DNA
DNA mRNA

Replicacié

=

Transcripcié

=

AVUNONYE
&' VN

Dins del nucli cel-lular es produeix la replicacié del DNA i la transcripcié
per a obtenir molécules d'mRNA a partir del DNA.

La traduccid té lloc als ribosomes del citoplasma. Un cop sintetitzades,
les proteines inicien la seva activitat dins de la cél-lula.

La replicacié, la transcripcié i la traduccié estan controlades per un con-
junt d’enzims molt especifics que duen a terme una funcio extraordina-
riament precisa.

Ara ens introduirem detalladament en els mecimsmes que fan pogsible

aquest flux d'informacio. electivita 10
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James D. Watson i Francis S. Crick van

120

rebre el premi Nobel de fisiologia i me-
dicina I'any 1962.

5
Cadena| -0-p=0
den 8
desoxiribonucleotids - (|:
2

Desoxiribonucleotid !
que s'incorpora :

o

2.1. Lareplicacié

Mitjancant la replicacid, s'obtenen dues copies identiques a partir d'u-
na doble cadena inicial de DNA.

Francis Crick i James Watson, alhora que van deduir I'estructura del
DNA, proposaren un mecanisme per a la replicacié d’aquesta molecu-
la. Tenint en compte la importancia de la conservacio de la seqiiéncia
de bases original, van considerar possible que les dues cadenes de la
doble hélix se separessin i cadascuna servis de motlle per a la sintesi
d’'una altra de complementaria. D’aquesta manera s'obtindrien dues do-
bles helixs, cadascuna amb una cadena vella o parental i una altra ca-
dena nova o filla. Els treballs experimentals posteriors van confirmar
aquesta hipotesi, anomenada semiconservativa.

Cadena Cadena
parental filla

L’UUL"L -—p

La replicacié del DNA s’esdevé mitjangcant una reaccio de sintesi:

(ANMP), + dNTP . (dNMP), . ; + PPi

« A partir d’'un o diversos (n) desoxiribonucleotids monofosfat (ANMP)
de la cadena en formaci6, es produeix la incorporacié d’'un desoxiri-
bonucleotid trifosfat (ANTP).

» D’aquesta unio se’n despren pirofosfat inorganic (PPi) i se n’obté una

cadena amb un desoxiribonucleotid més, incorporat al fragment inicial
(n+1).

, B
1
“0
S
O=r=0 Cadenaden+1
(I) desoxiribonucleotids
H,C 0
0 0o o0
iy o-b=0 + 0-b-o-t-o
|
| 0 o o
I e O
|
|
| a
| 3 OH ]

La reaccii:’ d'unig dels nuclegtids és reversible, pero és afavorida en el

se [Uilmtllm és rapidament degradat.



En la replicacié del DNA hi intervenen els enzims seguents:
* DNA polimerases (DNA pol), enzims amb dues funcions diferents:

— Tenen activitat polimerasa, és a dir, catalitzen la unié de nucleo-
tids en la cadena de DNA.

— Tenen activitat exonucleasa, és a dir, catalitzen el trencament dels
enllagos entre els nucledtids quan les molécules tenen un extrem
lliure.

* RNA polimerases (RNA pol), enzims que catalitzen la formaci6 de
cadenes de RNA.

» Topoisomerases i girases, enzims que adapten I'estructura espacial
de la doble helix a les necessitats del procés de sintesi.

« Ligases, que segellen les unions entre fragments de cadenes.

El procés de replicacio es coneix detalladament en procariotes, en es-
pecial en el cas del bacteri Escherichia coli. En la pagina seguent ini-
ciem una descripcié detallada d’aquest procés.

Exercicis

1. Messelson i Stahl, I'any 1958, investigaven de quina manera es duia a terme la replicacié del DNA. Contem-

plaven tres possibilitats:

Hipotesi conservativa Hipotesi semiconservativa
e
by b
’ o
W '
o LT 4

N | |

L
by
L
i
&

Van treballar amb E. coli i medis de cultiu rics en N4 o en

N15, per tal de poder «marcar» diferents tipus de cade-

nes. Van aplicar la técnica de la ultracentrifugacié en gra- @
dient de clorur de cesi per a distingir molecules que conte-

nien N14 i N15, és a dir, lleugeres o pesants.

» Van cultivar els bacteris en N1° i els van incubar perqué
en successives divisions cel-lulars incorporessin aquest
marcatge en el seu DNA. Aixi van obtenir una poblacio
gue contenia cadenes de DNA pesants, per la incorpo- @
racié del N15. En extreure i ultracentrifugar el DNA s’hi
observava una banda caracteristica (a).

« Van transferir els bacteris a un medi amb N4 i, per tant,
menys pesant. Els van incubar el temps suficient perquée
es dividissin un sol cop. La ultracentrifugacié del DNA va
donar un nou patré de bandes (b). @

» Van deixar que es dividissin diverses generacions i van
repetir la ultracentrifugacio. El patré obtingut s'observa a
la dreta (c).

— A la vista dels resultats obtinguts, justifica les raons que
els van dur a confirmar la hipotesi semiconservativa de

la replicacio. . s .
p electivitatio
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Activitat
polimerasa
5.3

(HHHH] —[HHHHHA

Activitat
exonucleasa
5,3

0080 —0HHH - ‘B

Activitat
exonucleasa
355 ,

OHHHH —0 /B

Quan es parla de modificacions
en les cadenes de DNA (allar-
gament o escurgament) en sen-
tit5’ - 3'(des de 5’fins a 3'), sig-
nifica que I'extrem 5’ no s'altera
i que la modificacio té lloc en
I'extrem 3.

Si la modificacié és en sentit 3’
- 5’ I'extrem 3’ no S’altera i la
modificacio té lloc en I'extrem 5'.

Origen
de replicacio

Forqueta
de
replicacio

Lareplicacio en procariotes

S’han identificat tres tipus de DNA polimerases:
* DNA pol I, que actua amb:
— Activitat polimerasa, catalitzant la unié de nucleotids en sentit 5’ -
3.
— Activitat exonucleasa en sentit 5’ - 3’iensentit3 - 5
* DNA pol II, que presenta:
— Activitat polimerasa en sentit 5° - 3'.
— Activitat exonucleasa en sentit 3' - 5.
* DNA pol lll, que actua amb:
— Activitat polimerasa en sentit 5’ — 3.
— Activitat exonucleasa en sentit 3' - 5.

Cada enzim intervé en diverses fases del procés, el qual s’inicia de la
manera seguent:

— Existeix un punt de la doble helix en el qual s’ha d'iniciar la replica-
ci6. Aquest punt es coneix com a origen de replicacio.

A partir de I'origen de replicacié es formara una forqueta de repli-
caci6 en la qual el DNA modifica la seva estructura espacial. En la
formacié de la forqueta hi intervenen:

« Els enzims topoisomerases, com ara la girasa, que desespiralit-
zen el DNA.

* Les helicases, que separen les dues cadenes de la doble hélix.

« Un grup de proteines, anomenades SSB (single strand-binding),
gue estabilitzen cadascuna de les cadenes senzilles.

— S'inicia la sintesi de nou DNA i la forqueta va progressant i s’eixam-
pla cap als costats. El procés es desenvolupa vencent dues dificul-
tats:

 Les DNA pol no poden iniciar la sintesi de DNA sense un fragment
preexistent de cadena.

» Les DNA pol només poden incorporar nucleotids a la cadena en
sentit 5’ - 3’, ja que la reaccié necessita extrems 3’ lliures.

Aquestes limitacions fan que la sintesi de les dues cadenes filles
es dugui a terme de manera diferent segons que es tracti de la ca-
dena conductora o bé de la cadena retardada.

Cadena

3'/conductora
3 ' 5'\Cadena

retardada

H] —[HHHH

Vegeri a continuacio el procés distingint-hi la sintesi del DNA a par-

i hy&p}lmga partir de la cadena retardada.



« Sintesi a partir de la cadena conductora. El primer pas és la for-
macio d'un segment de cadena que permeti I'activitat de la DNA
pol.

— La RNA pol és capac de catalitzar la unié de ribonucleotids sen-
se necessitat de I'existéncia de cadenes ja iniciades. Per aixo,
aguest enzim, anomenat també primasa, sintetitza un fragment
de molécula de RNA que es coneix com a encebador.

— A continuacié, la DNA pol Il allarga aquest fragment inicial po-
limeritzant la unié de desoxiribonucleotids, segons la llei de com-
plementarietat de bases: I'adenina és complementaria de la ti-
mina, i la citosina de la guanina.

Cadena conductora

— Posteriorment, la DNA pol | actua com a exonucleasa en sentit
5" - 3'i elimina I'encebador, alhora que actua com a polimera-
sa i omple el buit amb desoxiribonucledtids.

Unio segellada

per la Ilgay<

— A continuacid, la ligasa segella la uni6 entre els dos fragments
de DNA.

Sintesi a partir de la cadena retardada. Paral-lelament al pro-
cés anterior, la cadena retardada serveix de motlle per a la sintesi
de la seva complementaria. Pero, en aquest cas, la necessitat d’ex-
trems 3’ lliures de la DNA pol Il origina un mecanisme diferent:

— La primasa sintetitza diversos encebadors.

— La DNA pol lll allarga els fragments d’encebador incorporant-hi
nucleotids en sentit 5’ - 3'. Aquests petits fragments tenen en-
tre 1 000 i 2 000 nucledtids de llargaria i S'anomenen fragments
d’Okazaki, el nom del seu descobridor.

— Posteriorment, la DNA pol | substitueix els encebadors per des-
oxiribonucleotids.

— Finalment, la ligasa segella les unions_entre els fragments inde-

pendents per tal de constituir una@é’%ﬂw‘ M_Li@s

RNA encebador

Fragment Cadena
d’Okazaki  retardada

Unions segellades per la ligasa

123



Correcci

6 d’errors

(p) (P) (P)-.(P-{G]
1A [1] [7] [c]”

] [A] 1A [€] [1] [&] [c] .
ONONORONONO

~
® ® ®,OH
1A (7] [7] [C]

7] [A] 1A [€] [7] [&] [<]
ONONORONONO

124

DNA afegit per la
telomerasa

- IN

Encebador
L~

Encebador

La sintesi a partir de la cadena conductora es produeix amb un sol en-
cebador i s'esdevé de manera continua.

En canvi, la sintesi a partir de la cadena retardada es produeix amb
nombrosos encebadors i, a més, és discontinua.

Mentre es van incorporant els nucleotids a les cadenes en formacio, la
DNA pol | recorre les cadenes per tal de comprovar que els nous nu-
cledtids s’aparellen correctament amb els seus complementaris.

En el cas que es produeixi un aparellament erroni, la DNA pol | atura
la sintesi i, amb la seva activitat exonucleasica 3' — 5, talla I'enllag del
nucleotid erroni a la cadena i hi col-loca el nucledtid adequat.

Algunes caracteristiques propies
de lareplicacié en eucariotes

En els organismes eucariotes, la replicacié del DNA presenta nombro-
ses coincidencies respecte de la replicacié en els procariotes. Tanma-
teix, hi ha diferéncies destacables:

« El procés previ a l'inici de la replicacié requereix el desempaquetament
d’estructures espacials més complexes que en el cas dels procariotes.

» S’han identificat quatre tipus de polimerases diferents: a, [, yi o.

Les polimerases a i dintervenen en la replicacié del DNA cromosomic.
La polimerasa 3 s’encarrega de la reparacio d’errors i la y és la res-
ponsable de la replicacié del DNA mitocondrial i cloroplastic.

* Les cel-lules eucariotes contenen molt més DNA que les procariotes.
Per aquest motiu, hi ha nombrosos punts d'inici de la replicacio al llarg
de cada cromosoma, la qual cosa permet d’accelerar el procés. Per
aixo es formen nombroses forquetes de replicacio.

« Els fragments d’Okazaki tenen una extensié menor que en les cél-lu-
les procariotes, aproximadament entre 100 i 200 nucledtids.

« EI DNA de les cel-lules eucariotes no esta tancat sobre si mateix com
el de les cel-lules procariotes, siné que és lineal. Tal com hem indicat
en la unitat anterior, en eliminar els RNA encebadors dels extrems
de les cadenes quedaria una cadena incompleta. Lenzim telomerasa
allarga els extrems dels cromosomes per tal d’evitar la perdua de ma-
terial genétic durant la replicacio.

Exercicis
2. A partir del procés de replicacié del DNA en procariotes i de les ca-
racteristiques propies de la replicacié en eucariotes:

— Descriu detalladament els diversos processos que es donen durant
la replicacio en els eucariotes. Segueix aquest esquema:

< Enzims que hi intervenen.
« Inici de la replicacio.
» Diferéncies entre cadena conductora i cadena retardada.

* Acci6 de I'enzim telomerasa.

émoeﬁwiiﬁ?i)ﬁ amb dibuixos esquematics.



2.2. Latranscripcié

La transcripcio és el procés pel qual se sintetitzen molécules de RNA
complementaries a una de les dues cadenes d’'una doble hélix de
DNA.

Durant la transcripcid, la seqiiéncia de bases del DNA determina la in-
corporacio dels ribonucleotids.

La transcripcié de DNA a RNA és una reacci6 de sintesi:

(NMP), + NTP ., (NMP), , ; + PPi

« A partir d'un o diversos (n) ribonucleotids monofosfat (NMP) de la ca-
dena en formacid, es produeix la incorporacié d’un ribonucleotid tri-
fosfat (ANTP).

» D’aquesta unio se’'n desprén pirofosfat inorganic (PPi) i se n’obté una

cadena amb un ribonucleodtid més, incorporat al fragment inicial
(n+1).

| , -
»? 1
570 5'9
1
“0-P=0 -0-P=0
Cadena de n L ) Cadena
ribonucleotids | ul o g den+1
: : ribonucleotids
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e o o &7 _ ""II" 0-P=0 + 10-P=0-P-0"
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. N |
Ribonucleotid ! |
que svmcorpora'L S OH | 3 U

Els ribonucleotids que intervenen en la reaccid son els corresponents a
les bases adenina, citosina, guanina i uracil. Ladenina del DNA és com-
plementaria de la base uracil, en I'RNA.

El principal enzim responsable de la transcripcié és la RNA polimera-
sa (RNA pol), que afavoreix dos processos diferents:

« La separaci6 de les dues cadenes de la doble hélix.

* La incorporacio de ribonucleotids en sentit 5° - 3’. Tal com ja hem vist,
a diferéncia de la DNA pol, aguest enzim citalitza la unié dels ribo-

nucledtids sense necessitat d’encebadf g3 Ecﬁu‘i‘]'n‘]'_ i.n

Totes les reaccions de trans-
cripcié s’acompleixen a partir de
DNA de doble cadena. Fins i tot
els virus amb DNA de cadena
senzilla sintetitzen una cadena
complementaria de DNA abans
d’iniciar la transcripcid.
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S’han analitzat nombroses se-
guencies promotores de gens de
bacteris i de virus.

Per a la seqiiéncia —35, s’han
trobat diverses possibilitats, com
ara TTGTCA, TTGCAT, TTGTAA
0 TTGACT. Pero la que es troba
més sovint és TTGACA.

Per a la sequiencia —10, també
hi ha una certa varietat: TAGATT,
TATAAT, TAGCTT o TAAAAT,
pero la més freqlient és TATATT.

Les semblances en aquest tipus
de seqiiéncies reforcen la teoria
d’'un origen comu per a tots els
€ssers vius.

,7 Sequéncies promotores —|

La transcripcio en procariotes

En procariotes, la transcripcié es duu a terme sota el control d’'una
sola RNA pol. En aquest procés se solen distingir tres fases: inici, elon-
gaci6 i acabament.

Inici

En la cadena de DNA hi ha unes seqiiéncies especials que reben el nom
de seqiiéncies promotores o promotors.

Aquestes seqliéncies se situen abans del primer nucleotid que ha de
ser transcrit i que identificarem com a nucleotid +1. Les sequéncies pro-
motores se solen situar, aproximadament, centrades en la posicié —35 i
-10, anteriors al nucleotid +1.

La sequéncia de nucleotids dels promotors depen de cada organisme,
perd en Escherichia coli s’hi han observat coincidéncies importants:
en general, la seqiiéncia —35 correspon a una combinacié de nucleotids
similar a TTGACA, i la sequencia —10 es correspon habitualment amb
la sequencia TATATT.

TAGTGTTTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACG | 3

3 |ATCACAAACTGTACTATCTTCGTGAGATGATATAAGAGTTATCCAGGTGC

Sequencia —-35

. Extrem

Sequiéncia —10 +1 MRNA
AGGUCCACG

5 3

— La RNA pol s’associa a una subunitat proteica coneguda com a sub-
unitat sigma i reconeix la seqiiéncia —35, a la qual s’uneix.

— Aquesta uni6 facilita la posterior unié de I'enzim a la seqiiéncia —10,
molt més propera a I'inici de la transcripcio.

— A continuacio es desprén la subunitat sigma. En aquest moment, la
RNA pol es troba en la posicié correcta per a separar les dues ca-
denes de DNA i iniciar la transcripci6 a partir del nucleotid +1.

Elongacio

A partir de la unié correcta de la RNA pol, aquest enzim inicia la sinte-
si amb la incorporacié del primer ribonucleotid, segons la llei de com-
plementarietat de bases.

La sintesi progressa en sentit 5° — 3'i I'RNA es manté unit al DNA en
un petit fragment d’'uns 20 a 30 nucleotids a partir de I'extrem en crei-
xement.

en creixement



La resta de la cadena en creixement es dissocia tant de I'enzim com del
DNA.

La transcripci6 es desenvolupa de manera continua, perd amb velocitat
variable, ja que de vegades la formacié d’estructures espacials, tant
en el DNA com en I'RNA, pot dificultar 'avancament de la RNA pol. Se
solen transcriure entre 20 i 50 nucleotids cada segon.

Acabament

Es possible que existeixin diversos mecanismes per a indicar la fi de
la transcripcio. Alguns d’aquests mecanismes es relacionen amb la
formacié de bucles en la molécula de
RNA que impedeixen I'avangcament
de la RNA pol i que provoquen el seu
despreniment del DNA.

Es el cas de les seqiiéncies d’acaba-
ment formades per dos fragments de
DNA propers, que contenen sequieéncies
gue sén complementaries entre elles.

A
G
C
c
G

En transcriure’s aquestes sequéncies,
es produeix complementarietat inter-
na en la molécula de RNA en forma- u
ci6 i, per tant, apareixen bucles que
obligarien a finalitzar la sintesi de RNA.

c >

La transcripci6 en cél-lules eucariotes

Durant el procés s’hi poden distingir les mateixes fases que en proca-
riotes, perdo amb algunes particularitats.

Inici

En eucariotes, les seqliéncies promotores o promotors se situen,
aproximadament, en la posicié —25, és a dir, a uns 25 nucleotids del lloc
d’inici de la sintesi de RNA.

Aquesta sequiéncia ha estat identificada per a nombrosos gens i en hom-
broses espécies i s’hi observa una elevada coincidéncia en la sequién-
cia TATA; per aquest motiu s'anomena caixa TATA (TATA box).

Factors de
Caixa TATA transcripcié
DNA
| | L4 ) |
-25 +1 sa— +1

— Les proteines anomenades factors de transcripcio (TF, de I'anglés
transcription factors) identifiquen les caixes TATA i s’hi uneixen
per a facilitar la ubicacié correcta de la RNA pol sobre la cadena de
DNA. A continuacio s'inicia la sintesi de RNA a partir del nucleo-

tid +1. 2lectivitat.io

Durant la transcripcié, només es
transcriu una cadena senzilla del
DNA, la cadena motlle. Laltra
s’anomena codificadora.

No totes les sequiéncies motlle
son a la mateixa cadena. Per
aixo, hi ha gens que es trans-
criuen a partir d’'una cadena,
mentre que d’altres tenen el mot-
lle en la cadena contraria.

DNA

RNA

Bucle format per
complementarietat interna

RNA pol

=D
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En les cél-lules eucariotes hi ha tres tipus de RNA polimerases espe-
cialitzades en la sintesi de diferents tipus de RNA:

« La RNA pol | intervé en la sintesi de les subunitats grans dels ribo-
somes.

» La RNA pol Il és la responsable de la sintesi dels precursors dels RNA
missatgers (MRNA), que es traduiran a proteines.

» La RNA pol Ill controla la sintesi dels RNA de transferéncia (tRNA) i
de les subunitats petites dels ribosomes.

Generalment, cada RNA pol identifica uns factors de transcripcio es-
pecifics.

Ara seguirem la descripci6 del procés en el cas de la sintesi d’un
mRNA.

Tot i que els detalls del procés no sén del tot coneguts, possiblement
la mateixa RNA pol Il provoca un canvi de conformacié en el DNA que
permet I'accés a una de les dues cadenes per a copiar-la, i s'inicia la
sintesi de RNA.

Elongacio

La RNA pol Il va recorrent la doble hélix i utilitza com a motlle una de les
dues cadenes. Aquesta cadena es va llegint des de I'extrem 3'cap al 5'.
Alhora, es van unint els ribonucleotids, I'un darrere I'altre, i la cadena va

creixent en sentit 5’ - 3.

Els ribonucleotids se situen segons la llei de complementarietat de ba-
ses, tenint en compte que el ribonucleotid complementari de I'adenina
és l'uracil.

A mesura que es va desprenent la cadena de mRNA acabada de sin-
tetitzar, el DNA recupera la seva estructura espacial normal.

Acabament

Lacabament es produeix d’'una manera similar al mecanisme que hem
descrit per a les cél-lules procariotes.

El procés de sintesi dels altres RNA també es duu a terme d’una ma-
nera semblant. Tanmateix, 'mRNA pateix una série de modificacions
que descrivim a continuacio.

Modificacions posttranscripcionals de I’'mRNA

Les principals modificacions que s’esdevenen en I'mRNA eucariota des-
prés de la seva sintesi sén:

e Incorporacio d’'una caputxa. Per I'ex-
trem 5’, 'mRNA incorpora un nucleotid de
guanina metilat que actua com a protec-
cio per tal d’evitar que I'RNA sigui degra-
dat per enzims especialitzats en la des-
truccid d'aquestes molécules.

« Aquesta caputxa s’afegeix poc després de
Ja sintesi de I'extrem 5’i molt abans de fi-

él&néﬁ Ui‘]’ﬂ‘]’_ [i@itzar la sintesi de '/MRNA complet.
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 Incorporaci6 d'una cua. En I'extrem 3’
s’afegeix una cadena d’entre 100 i 200 nu-
cleotids d’adenina que s’anomena cua de
poli-A.

Aquesta cua pot tenir com a finalitat pro- G met
tegir també aquest extrem de la molécu-

la de la degradacié enzimatica. A més, \

és possible que intervingui en el pas de Poli-A

I'RNA cap al citoplasma.

La cua de poli-A s’afegeix després que I'mRNA s’ha transcrit com-
pletament i s’ha després del DNA i de la RNA pol Il. Només els RNA

transcrits a partir de la RNA pol Il tenen caputxa i cua.

o L. . n Lexistencia d'introns i exons per-
Eliminaci6 dels introns. Els gens eucariotes per a mRNA contenen N P
met a les cél-lules la sintesi de

dos tipus de sequencies: més d’'una proteina a partir d’u-
— Exons: sequéncies codificadores que donaran lloc a la incorpo- na Unica seqliencia de DNA.
racio d’aminoacids durant la sintesi de proteines.

— Introns: sequencies no codificadores que no arriben a traduir-se E1
en aminoacids. B w

L'mRNA acabat de transcriure conté les sequencies dels exons i les 12 i3

dels introns. Perqué el missatge que conté 'mRNA es pugui transfor-

mar en la proteina correcta, cal que se n’eliminin les sequéncies cor-

responents als introns. E1 E2 E3

Aquest procés de maduracié té lloc mitjancant una reaccié de tall i Proteina A
unié (RNA splicing). E1 E3 E4

— Al llarg de la cadena de RNA transcrit es formen bucles correspo-

nents als introns. Proteina B

E: ex6
— Diversos enzims produeixen el tall d’'aquestes seqiiéncies i la unié I:intr6
entre els exons.

Procés de RNA splicing
b YN 3

5’ 3

A continuacid, I'mRNA es desplacga cap al citoplasma per a la sintesi de
proteines. Aquest transport es produeix gracies al reconeixement es-
pecific per part de proteines situades en els porus de I'embolcall nuclear
que, mitjangant transport actiu, permeten el pas de 'mRNA.

LrRNA i el tRNA, transcrits mitjancant els enzims RNA pol | i RNA pol IlI,
experimenten un procés de maduracié una mica diferent, que inclou I'ad-
quisicio de la seva configuracio espacial correcta. Posteriorment, surten
al citoplasma i intervenen, també, en la-siies EaDTIY ‘]’_|D
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La diferéncia més destacable en-
tre el procés de sintesi de pro-
teines en procariotes i en euca-
riotes es deu al fet que, en els
organismes procariotes, tant la
transcripcié com la traduccio te-
nen lloc en I'inic compartiment
que conté la cél-lula: el cito-
plasma. A més, tots dos pro-
cessos s'esdevenen de manera
gairebé simultania.

En els organismes eucariotes el
procés té lloc en dos comparti-
ments diferents i no sén simul-
tanis: la transcripci6 es produeix
a l'interior del nucli; la traduccid
és posterior i es produeix en el
citoplasma.

A

A Asn
C

A

A Lys
A

C

A His
U

A

G Arg
A

mMRNA Proteina

Simbols emprats
per a larepresentaci6 dels ami-
noacids, i el seu significat

Ala — Alanina Leu — Leucina

Arg — Arginina Lys — Lisina

Asn — Asparagina  Met — Metionina
Asp — Aspartat Phe — Fenilalanina
Cys — Cisteina Pro — Prolina
GIn — Glutamina Ser — Serina

Glu — Glutamat

Gly — Glicina
His — Histidina
lle — Isoleucina

Thr — Treonina
Trp — Triptofan
Tyr — Tirosina
Val — Valina

2.3. Latraduccid

Es el procés mitjancant el qual a partir de '/mRNA se sintetitza una pro-
teina. S’esdevé de manera similar en procariotes i en eucariotes.

Descriurem la traducci6 prenent com a exemple una cel-lula eucariota.
El procés s'inicia a partir de:

* Un mRNA convenientment modificat.

* Ribosomes lliures en el citoplasma amb la seva configuracié cor-
recta.

« tRNA units als diferents aminoacids.

Aquest procés es considera una veritable traduccid, ja que el missatge,
escrit en I'RNA a partir d’'una copia del DNA, es tradueix en una se-
guencia d’aminoacids. El codi genétic és la clau que permet d'inter-
pretar el missatge.

El codi genetic

El codi genétic estableix una correspondéencia entre cada grup de
tres nucledtids consecutius de la cadena de mRNA i un aminoacid.

Aquests grups de tres nucleotids o triplets s'anomenen codons.

El codi geneétic és universal, és a dir, en tots els éssers vius cada triplet
codifica per al mateix aminoacid.

Taula de correspondencies entre codons i aminoacids

uUuu Phe UCu Ser UAU Tyr uGuU Cys
uucC Phe ucc Ser UAC Tyr uGC Cys
UUA Leu UCA Ser UAA Stop UGA Stop
uuG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Trp
Cuu Leu CCuU Pro CAU His CGU Arg
cuc Leu CccC Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA  Arg
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GUU Vval GCU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC  Val GCC Ala GAC  Asp GGC Gly
GUA  Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly

A més, es diu que esta degenerat, ja que hi ha 64 possibles triplets i
només 20 aminoacids diferents, és a dir, hi ha aminoacids que estan co-
dificats per més d'un triplet. Existeixen uns triplets especials:

« AUG, que codifica per a metionina i que correspon a I'inici de la sin-
tesi.

. UA,’\EIEmi’ﬂteiﬂnen la fi de la sintesi.



A continuacié descriuem les diverses fases del procés de traduccid i sin-
tesi d'una proteina a partir de 'mRNA corresponent.

Uni6 dels aminoacids als tRNA

La figura de I'esquerra representa la forma habitual que adquireixen les
molécules de tRNA. En aquesta estructura es distingeix una regio es-
pecial que conté un triplet anomenat anticodd. Aquesta seqiiéncia és
especifica per a cada aminoacid i determina la unié entre cada tRNA i
un aminoacid, per tal de formar un aminoacil-tRNA.

La uni6 esta catalitzada per un conjunt d’enzims anomenats aminoacil-
tRNA sintetases.

Existeix un enzim aminoacil-tRNA sintetasa per a cada aminoacid; son,
per tant, enzims amb una funcid molt especialitzada, ja que reconei-
xen cada aminoacid i I'uneixen especificament a I'extrem 3’ del tRNA
gue conté I'anticodo corresponent.

Acoblament del complex d'iniciacid

El complex d'iniciacié esta format per un ribosoma, el tRNA correspo-
nent al primer aminoacid i 'mRNA que s’ha de traduir.

La unio dels diferents components s’esdevé de la manera seglent:

Extrem 3’
Extrem 5’

Bucle 1 Bucle 3

N

_—Bucle 2

Anticodd

Metionina

Anticodd ‘

Met Met Subunitat gran ke
del ribosoma
—tRNA
5 mRNA MRNA
UAC UAC / Vel
AUG AUG
3 3

Subunitat petita
del ribosoma

— EI'tRNA que transporta I'aminoacid metionina s'uneix a la subunitat
petita del ribosoma.

— Lextrem 5’ de 'mRNA que conté el codo corresponent a metionina
(AUG) s’uneix també a la subunitat petita del ribosoma. LmRNA es
«llegira» en sentit 5’ - 3.

En aquesta posicioé queden enfrontats I'anticod6 de I'aminoacil-tRNA
i el codd de I'mRNA. Per tal que el procés s'inicii correctament, els
dos triplets han de ser complementaris: UAC en I'anticodé del tRNA
i AUG en el codd de I'mRNA.

— Al complex acabat de formar s’hi uneix la subunitat gran del riboso-
ma. En aquest moment queda constituit el complex d'iniciacio.

Totes les interaccions moleculars que fan possible la formacié d’aquest
complex sén afavorides per I'accié d’un conjunt de proteines anomena-

des factors d’iniciacio. — E{:‘I’I'Ui']'ﬂ']'_ iﬂ

Hi ha una gran especificitat en-
tre cada tRNA i I'aminoacid al
qual s’ha d’unir; també hi ha
especificitat entre el cod6 de
I'mRNA i 'anticod6 de 'aminoa-
Cil-tRNA.

En canvi, no hi ha cap especifici-
tat entre 'mRNA i els ribosomes.
Qualsevol mRNA pot ser traduit
en qualsevol ribosoma.
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Lloc P

Lloc A
Met
5
UAC
AUG
3
Met Ala
5 CGA

AUG | GCU ucc

Les mutacions s6n canvis en la
composicié quimica del DNA
que afecten la sequiencia de ba-
ses nitrogenades.

Els canvis en la sequéncia afec-
ten els triplets i, per tant, la in-
corporaci6 dels aminoacids, de
manera que originen proteines
amb l'estructura i la funcio alte-
rades.

Elongacio de la cadena d’aminoacids

A partir de la formacié del complex d'iniciacié, es distingeixen en el ri-
bosoma dos llocs actius: el lloc P o lloc d’uni6 del peptidil-tRNA (el
tRNA unit al péptid en creixement) i el lloc A o lloc d'uni6 de I'amino-
acil-tRNA.

A I'inici de la sintesi, el lloc P esta ocupat pel primer aminoacil-tRNA i
el primer codd de I'mRNA; s’hi produeix la uni6 entre les bases com-
plementaries de totes dues molécules.

A continuacio, en el lloc A, s’hi situa I'aminoacil-tRNA seglient; en
aquesta posicio el seu anticod6é queda enfrontat al segon codé de
I'mRNA.

Tot seguit, es produeix I'enlla¢ peptidic entre el primer i el segon ami-
noacids.

Met Ala Met Ala
5 5
UAC CGA UAC CGA
AUG GCU AUG GCU
3 3

Un cop units els dos aminoacids, el ribosoma es desplaca al codé se-
glent; d’'aquesta manera:

Met Ala Ser Met Ala Ser
5 5
CGA AGG CGA AGG
GCU ucc GCU ucc
3 3

— Es desprén el tRNA que transportava metionina i el primer codé de
I'mRNA queda fora del ribosoma.

— El complex tRNA-mRNA que era en el lloc A queda situat en el lloc
P.

— En el lloc A hi queda el tercer codd de I'mRNA accessible a I'ami-
noacil-tRNA que transporti I'anticodé corresponent.

— A continuacio es Produei>+< I'enlla¢ peptidic entre el segon i el tercer

watectivitert o roces



Acabament de la sintesi

Quan el lloc A del ribosoma se situa enfront d’'un codé de fi de sin-
tesi (UAA, UGA, UAG), no es troba cap tRNA especific per a aquest
codo.

En aquest moment es produeix la unié de proteines especifiques que
afavoreixen la dissociacio del complex d'iniciacio:

« La proteina acabada de sintetitzar se separa del darrer tRNA.
* UmRNA es desprén del ribosoma.

* Les dues subunitats del ribosoma se separen.

5' UAU \
AUA UAA 3

Es molt frequient que un mateix mRNA pugui ser traduit alhora per di-
versos ribosomes, situats en diferents posicions al llarg de la cadena.
Aquestes estructures s'anomenen poliribosomes o polisomes.

Exercicis
3. Formeu parelles i elaboreu un resum sobre la manera com es duen a
terme la transcripcio i la traduccié. Podeu seguir 'esquema seglent:
« Definici6 del procés.
» Fases que s’hi distingeixen.
» Molécules que hi intervenen.
« Interaccions entre les diverses molecules.

 Caracteristiques especifiques de les cel-lules procariotes i de les cél-lu-
les eucariotes respecte d’aquests processos.

— Prepareu una exposicid oral i acompanyeu-la d’esquemes per tal
de mostrar-ne els aspectes més rellevants.

— Elaboreu un gliestionari amb deu preguntes clau perqué els vostres
companys comprovin els seus coneixements sobre el tema.

4. Fixa't en les seqliéncies segiients:
UGA - TATA - AUG - TTGACA

— Digues si corresponen a DNA o a RNA i explica quin tipus de
senyal representen durant el flux d'informaci6 del DNA.

5. Observa la sequéncia seglent:
AAGCGAAAATCTCGAAACGAGATTTTCGCTT

» Quina caracteristica hi destaca?

+ Formula una hipotesi sobre la possibig féf&%fﬁfﬁf&?ﬁb

Malgrat que la incorporacié d’'a-
minoacids s'inicia sempre amb
metionina, no totes les proteines
comencen amb aquest aminoa-
cid, ja que després de la seva
sintesi experimenten un procés
de maduracio en el qual s’acos-
tumen a perdre alguns aminoa-
cids de I'extrem N-terminal.

P

Ribosomes mRNA

En els poliribosomes se sintetitzen di-
verses copies de la mateixa proteina a
partir d'una molécula d'mRNA i diversos
ribosomes.
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En abséncia de lactosa

—

l Transcripcié

? bloquejada

Proteina repressora

En preséncia de lactosa

I
*

é . b
Transcripcio
desbloquejada

P’ @ )

Lactosa

I1///////1/111//7/////

2.4. Control de I’expressio génica

Els eficagos processos que acabem de descriure adquireixen la seva to-
tal importancia fisioldgica quan les cél-lules els poden activar o reprimir
segons les necessitats biologiques que presenten.

Amb aquesta finalitat existeixen mecanismes de control que permeten
de regular I'expressié dels gens; per mitja d’aquests mecanismes se sin-
tetitzen unes proteines quan la cél-lula les necessita i es deixen de
sintetitzar quan no calen.

A mitjan segle XX, Francois Jacob i Jacques Monod van descriure un
mecanisme de control en els procariotes: 'opera.

Un operd és un conjunt de gens estructurals que s’expressen de ma-
nera coordinada; solen correspondre a gens que codifiquen per a dife-
rents enzims d’'una mateixa via metabolica. Les sequencies de DNA que
trobem en I'oper6 i associades a I'operd sén les seglents:

T

-

Sequéncia promotora

Gen regulador

Operador Gens estructurals
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A més dels operons, hi ha altres
sistemes de regulacié que afec-
ten el posterior processament de
I'mRNA i, fins i tot, modificacions
en la sintesi de proteines.

Queden moltes qiestions per re-
soldre pel que fa als mecanis-
mes de regulacié génica en els
organismes euacariotes. En
general, son sistemes molt di-
versificats i progressivament més
complexos com més especialit-
zacio adquireixen les cel-lules de
I'organisme.

Aquests sistemes es basen en
I'activacio o repressio de diver-
S0S processos, com ara la sin-
tesi de mRNA, les modificacions
de 'mRNA transcrit, el seu trans-
port al citoplasma, la traduccio
a proteina i les modificacions so-
bre les proteines.

» Una sequiencia promotora, o promotor, com les que ja hem descrit
en parlar de la transcripcid, que se situa uns quants nucleotids abans
del punt d'inici de la sintesi de mRNA.

« Un operador, una seqiiéncia que pot ser bloquejada per una proteina
repressora.

« Els gens estructurals, que codifiquen la sintesi de les proteines que
actuen coordinadament.

« Un gen regulador, que determina la sintesi de la proteina repressora.

El primer operd que es va estudiar exhaustivament fou I'oper6 lac d’Es-
cherichia coli. Aquest operé regula la sintesi dels enzims que controlen
la degradacio de la lactosa.

E. coli utilitza, preferentment, la glucosa com a font de carboni i d’ener-
gia; tanmateix, també pot usar lactosa. Per tant, i pel fet que aquesta uti-
litzaci6 és ocasional, constitueix un important estalvi biologic per a la
cel-lula que la maquinaria degradativa de la lactosa només es posi en
marxa quan calgui.

D’aquesta manera, la cél-lula controla I'expressié dels gens de I'operé:
» En abséncia de lactosa:
— El gen regulador es transcriu i se sintetitza la proteina repressora.

— La proteina repressora s'uneix a I'operador. Com que I'operador
esta superposat amb el promotor, la RNA pol no pot accedir al pro-
motor i la transcripcié dels gens estructurals queda bloquejada.

* En preséncia de lactosa:

— La lactosa s’'uneix a la proteina repressora, la qual cosa provoca un
canvi en la seva conformacié que li impedeix d'unir-se a I'operador.

— Loperador no esta bloquejat i s'inicia la sintesi de mRNA a partir

Jeectivitat.io



3. Les mutacions

Les mutacions s6n canvis en la composicié quimica del DNA. Les mu-
tacions es produeixen de manera espontania en tots els genomes i per
I'acci6 de diverses substancies o fendmens que interaccionen amb el DNA.
També es poden produir per errors durant els processos de replicacio.

Existeixen diversos tipus de mutacions.

Puntuals. Afecten un sol parell de bases, i poden ser:

Delecions Insercions Substitucions
Alcle]lc|c|Aa|G]|c]|cC A[C|G|C|G|A[G|C|C Alcl|le|c|c|alG]c]|c
T|G|c|Gc|c|T|Cc|G|G T|G|C|[G|C|T|C|G|G T|G|c|Gg|c|T|c|G|G
v ¥, ¥
A[C|C|G|A|G|C|C ACGC,A!GAGCC ACGCGA:C'CC
T|G|G|c|T|Cc|G|G TGCG:T:CTCGG T|G|c|c|c|T|G|G|G
- = - =1
Es perd un parell de bases. A la seqiiencia normal s’hi afegeix un  Un parell de bases és substituit per
parell de bases. un altre.

Poden alterar la seqiiéncia d’aminoacids de la proteina corresponent i
modificar el fenotip de l'individu.

* Les delecions iles insercions modifiquen la pauta de lectura, és a
dir, provoquen una alteraci6 de tots els triplets, des del punt on es pro-
dueix la mutacio cap endavant. Solen tenir consequéncies negatives
per a l'activitat de I'organisme.

* Les substitucions alteren un Unic aminoacid. Aquesta modificacio
pot millorar o bé perjudicar la supervivencia, segons les caracteristi-
ques de la proteina obtinguda. També pot passar que no tinguin cap
efecte, si el canvi origina un triplet que codifica el mateix aminoacid
gue el DNA anterior a la mutacio. En aquest cas reben el nom de mu-
tacions silencioses.

lule|cle|c|ulc|c]c| mrNANOMal

Cys Ala Ar

Delecio L Substitucio
Insercio
lu[c]e[clulc]e[e] [uls|clelulclufclcle| [uls|cle[clulc|c]a]
Trp H Leu —cysH val H ser - —cysH AlaH aly
Cromosomiques. Afecten fragments d’un cromosoma, i poden ser: (Es perd un tros de
cromosoma)
* Delecions, si es perd un tros de cromosoma. Deleci6

* Duplicacions, quan es repeteix un fragment de cromosoma. (Es duplica un tros

. . R de cromosoma)
* Translocacions, si un fragment de cromosoma es desprén de la seva

posicié normal i s’uneix a un altre cromosoma. Duplicacié
) , . e (Un tros ‘ i
En aquests casos, les delecions son les mutacions amb conseqiéncies 5 CEMESERE B
més negatives, ja que poden implicar la pérdua de gens imprescindibles passaaun 4
per a I'activitat de I'organisme. el EC“U“CIT i o altre cromosoma) — qyang|ocaci6
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Aneuploidies. Alteracions en el nombre de cromosomes, hormalment
per excés o defecte d'un cromosoma sencer.

Aquest tipus de mutacions acostumen a originar un conjunt de trastorns,
o sindrome, que alteren el funcionament de I'organisme, i que fins i tot
poden impedir-ne la supervivéncia.

En I'ésser huma, se’n coneixen alguns casos, principalment trisomies,
és a dir, preséncia de tres cromosomes en comptes de dos per a una
parella. També es déna un cas de monosomia del cromosoma X, la qual
cosa significa que hi ha un Gnic cromosoma X en la parella cor-
responent als cromosomes sexuals.

Trisomies de les parelles de cromosomes autosomics Dotacions cromosomiques sexuals alterades

De la parella 13 o sindrome de Patau

X0 Sindrome de Turner

De la parella 18 o sindrome d’Edwards XXX Sindrome de triple X

De la parella 21 o sindrome de Down

El 70% de les plantes graminies
sén poliploides.

El blat actual és un dels millors
exemples de poliploidia. Té 21
parelles de cromosomes que
procedeixen de tres especies an-
cestrals, cadascuna de les quals
tenia una dotacié de set parelles
de cromosomes.

XXY Sindrome de Klinefelter
XYY Sindrome de doble Y

Poden produir-se altres aneuploidies, pero llurs conseqiiéncies sén tan
greus que els individus no arriben a néixer, ja que es produeixen avor-
taments espontanis.

Poliploidies. Dotacions cromosomiques superiors a la diploide i malti-
ples de n: 3n, 4n...

Poden produir-se per diverses causes, com ara per un error durant la
meiosi o per la fecundacié d'un ovul per més d’'un espermatozoide. Aquest
tipus de mutacions es toleren millor en espécies de plantes que d’'ani-
mals, i solen originar individus de dimensions superiors a les normals.

Si la poliploidia és parella (4n, 6n, 8n...), els individus solen ser fertils i
la mutaci6 es transmet als descendents.

Si la poliploidia és imparella (3n, 5n...), els individus solen ser estérils,
per dificultats en 'aparellament dels cromosomes durant la meiosi.
Algunes técniques de cultiu de vegetals afavoreixen les poliploidies
imparelles, ja que, com que sén estérils, els fruits d’aquestes plantes
tenen llavors molt petites o fins i tot absents, la qual cosa augmenta el
valor comercial d’aquests productes.

Exercicis

6. Observa I'esquema de la transcripcio de la pagina 128 i transforma aquest
fragment de DNA en mRNA.

[e[a[alcle[[T7[*[a[a[c[c]c [c[A[]A]

— Amb la clau genética de la pagina 130, passa 'mRNA a proteina.
— Suposa que es produeixen les mutacions segients:

« 1 se substitueix per A. e Desapareix la base 2.

» S'afegeix una base T en el punt indicat amb una fletxa.

— Transforma els fragments de DNA que resulten de les diverses mu-
tacions en mRNA i aquest darrer en proteina. Descriu els efectes

clééfivitatio



4. L'enginyeria genética

Es coneix com a enginyeria genética el conjunt de técniques basades
en la manipulacié del DNA. De vegades també s'utilitza I'expressié tec-
nologia del DNA recombinant, ja que moltes técniques es basen en
la recombinacié de fragments de DNA.

Recordem que durant el paquité de la profase | de la meiosi es produeix
una recombinacié entre els cromosomes duplicats. La recombinacio té
com a conseqiiencia la reorganitzacié dels al-lels. Per aquest motiu, al
final de la meiosi apareixen combinacions geniques diferents de les dels
cromosomes originals.

3 8
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La recombinacio génica al laboratori es realitza mitjangant la unio de
fragments de DNA que originalment estan separats perqué correspo-
nen a cromosomes diferents de la mateixa cél-lula, a cél-lules diferents
o, fins i tot, a organismes diferents.

Lenginyeria genética s’aplica amb finalitats molt diverses: per exem-
ple, tots els fenomens que hem descrit fins ara en aquesta unitat s’han
desxifrat mitjancant I'aplicacié de técniques d’enginyeria genética.
D’altra banda, la tecnologia del DNA recombinant obre tot un univers de
possibilitats, algunes de les quals sén prou controvertides. Mitjangant la
manipulacié del DNA és possible que un bacteri sintetitzi una proteina hu-
mana, o bé, que per tal de fabricar una vacuna un virus redueixi la seva
capacitat infecciosa. Aixi, en el futur, també es podria modificar la dotacié
genética d'una persona per tal de corregir una malaltia hereditaria.

Pero també seria possible que, com qualsevol altre aveng cientific, s'a-
pliqués en situacions en qué I'objectiu primordial no fos el benestar de
tota la humanitat i la millora de les condicions del medi ambient per a
tots els éssers vius. Per aquesta ra0, diverses organitzacions interna-
cionals estudien la manera de regular I'aplicacio d’aquestes técniques.

A continuacié descriurem de manera senzilla algunes técniques empra-
. y . . .. . & & -
des en els projectes d’enginyeria genétici-{a T Ee T

Noves combinacions
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Grups d’enzims

DNA polimerases

Exonucleases
i endonucleases

Endonucleases

de restriccié

o restrictases
Desoxiribonucleases
Ligases

Transcriptases inverses

Transferases terminals

4.1. Instruments i técniques utilitzats
en enginyeria genética

Per tal d’obtenir noves combinacions de gens s’han de dur a terme un
seguit d’operacions en les quals se solen utilitzar enzims, microorga-
nismes i virus com a «instruments» imprescindibles.

Enzims

A partir de diverses especies de bacteris, llevats i animals, i també de
virus, s’han aillat i catalogat nombrosos enzims que es poden utilitzar
en el laboratori a I'hora de manipular el DNA. Aquests enzims permeten
de dur a terme moltes operacions (tallar, copiar, enganxar...) per tal d'ob-
tenir noves combinacions de gens dins d’'un organisme o bé transferir
DNA d’un organisme a un altre.

A continuacié descriurem alguns grups d’enzims, la seva activitat i diversos
exemples, i concretarem de quin organisme o0 virus s’acostumen a extreure.

Alguns d’aquests enzims sén grans polipéptids, formats per diverses su-
bunitats amb funcions diferents. Per aguest motiu tenen més d’un tipus
d’activitat, com en el cas de la DNA pol | d’E. coli.

Activitat Exemple

Afegeixen nucleotids a petits fragments pre-
existents o encebadors.

Trenquen els enllagos fosfodiéster entre els
nucleotids. Les exonucleases trenquen pels
extrems de les cadenes i les endonuclea-
ses, per l'interior.

Reconeixen una sequéencia de nucleotids
especifica i trenquen els enllagos entre ells.
Fan talls en una de les dues cadenes de la

doble helix.

Formen enllagos fosfodiéster entre un fos-
fat 5”i un hidroxil 3'.
Sintetitzen DNA a partir de RNA.

Afegeixen nucleotids a I'extrem 3'.

Microorganismes i virus

DNA polimerasa | d’Escherichia coli

DNA polimerasa | d’Escherichia coli

Eco R | d’Escherichia coli

Desoxiribonucleasa | del pancrees de
vaca

Ligasa del fag T4
Transcriptasa inversa del virus de la
mieloblastosi aviaria

Transferasa terminal del tim de ve-
della

S'utilitzen com a receptors de fragments de DNA, la qual cosa permet:

« Obtenir, en poc temps, nombroses copies del DNA que els ha estat
transferit, gracies a la seva elevada taxa de divisio.

« Afavorir la transferéncia de DNA a altres organismes, ja que de ma-
nera natural els microorganismes i els virus participen en molts inter-
canvis de material genetic, Els més habituals son la transduccio, la

colirg@ o rvikortdo



La transduccié és un mecanisme de transferéncia de gens entre bac-
teris que té un virus com a vehicle.

Es pot produir a I'interior de bacteris infectats per un virus, si durant la
formacié de les noves particules viriques s’obté un virus que conté un
fragment del cromosoma bacteria.

Quan aquest virus infecta una altra cel-lula bacteriana, li transfereix el
DNA procedent del bacteri inicial.

La conjugaci6 és un procés d'intercanvi de material genétic entre bac-
teris que s’esdevé mitjancant plasmidis.

Un plasmidi és un fragment de DNA, tancat sobre si mateix i de peti-
tes dimensions, que té capacitat per a passar d’'una ceél-lula a una al-
tra. En incorporar-se a la cél-lula receptora, els plasmidis es poden re-
combinar amb el cromosoma bacteria.

Finalment, la transformacié és la incorporacio a les cel-lules bacte-
rianes de fragments de DNA lliures en el medi de cultiu.

4.2. Disseny d’'un projecte d’enginyeria genética

Per tal de mostrar un exemple d’utilitzacié de les técniques d’enginyeria
genética proposem de seguir, d’'una manera senzilla, el desenvolupa-
ment d’un projecte de clonatge.

El clonatge és un procés d'obtenci6 de copies identiques que es pot
aplicar en ambits molt diversos: es poden clonar fragments de DNA,
cél-lules o individus.

En el nostre cas descriurem un métode de clonatge de fragments de
DNA, que es desenvolupara en les fases segients:

— Obtencid de fragments de DNA.

— Unid dels fragments obtinguts a un DNA vector, normalment un plas-
midi, mitjancant recombinacio.

— Introducci6 del DNA recombinant en la cel-lula receptora.

— Identificacié del DNA clonat.

Obtencio de fragments de DNA

Es produeix mitjancant la utilitzacié d’endonucleases de restriccio.
Aquests enzims trenquen els enllacos fosfodiéster d’una doble hélix
de DNA per una seqliencia especifica, anomenada diana de res-
triccio.

Les dianes de restriccid corresponen, en general, a seqiieéncies de pocs
nucleotids, normalment entre quatre i vuit, i poden ser de dos tipus:

« Dianes que originen un tall situat en una posicio diferent de cada ca-
dena; en aquest cas s’obtenen uns extrems monocatenaris. Lenzim
Eco R | efectua aquest tipus de talls.

« Dianes que originen un tall situat en el mateix punt de les dues cade-
nes de la doble hélix, com en el cas de I'enzim de restriccio Hae ll.

El tractament amb endonucleases de restricci6 origina fragments de

DNA amb caracteristiques diverses segonsé!tgnﬁrvix]!n‘]' Te

Transduccid

\
Conjugacié
Plasmidi (@) \

Transformacié

g -5

Eco R | és una endonucleasa de
restriccio d’Escherichia coli. La
seva diana de restriccio i el tall
que origina es representen a con-
tinuacio.

n

T"G[AATTC
_CTTAA|G

Hae IIl és una endonucleasa de
restriccio d’'Haemophillus aegyp-
tius, que origina talls en la diana
de restriccio seguent.
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Els enzims de restriccié es troben
de forma natural en nombrosos
grups de microorganismes, en els
guals acompleixen una funcié de-
fensiva: destrueixen molécules de
DNA estranyes que s'incorporen
a la cel-lula per mecanismes di-
Versos.

Les seqiiencies del genoma bac-
teria que podrien ser reconegu-
des com a dianes per un enzim
de restricccio del mateix bacteri
estan modificades perqué I'enzim
no les reconegui i, per tant, el
DNA del bacteri no és atacat.

Les caracteristiques electroqui-
miques del DNA permeten de fer-
lo migrar en un camp eléctric.
Aquesta propietat s’aplica en I'e-
lectroforesi, la qual permet de se-
parar diverses molécules segons
les seves dimensions.

Es pot arribar a distingir entre
molécules que difereixen nomeés
en un nucleotid de llargaria.

Les molécules de DNA, o els frag-
ments de molécula, es poden
marcatr.

El marcatge se sol dur a terme
amb elements radioactius; un dels
més habituals és el P32, el qual,
inclos en el medi de cultiu en les
condicions adequades, s’incor-
pora a les cadenes en sintesi.

L'exposicié sobre una placa fo-
tografica permet de seguir la pis-
ta de les molécules marcades, en
situacions molt diverses: en l'in-
terior d’'una ceél-lula, en una colo-
nia de bacteris o en un gel d’e-
lectroforesi.

Es coneixen més de 100 enzims de restriccid, els quals es comercialit-
zen per a utilitzar-los en enginyeria genética.

Unio dels fragments a un plasmidi

Després del tractament amb enzims de restricci6 incorporarem els
fragments obtinguts a un plasmidi, el qual ha d’haver estat seleccio-
nat préviament, ja que és important que tingui les caracteristiques se-
guents:

« Ha de tenir una sola diana de restriccié per a I'enzim utilitzat. Si en
presentés més d’una, el plasmidi es tallaria en diversos trossos, la qual
cosa dificultaria la uni6 posterior de tots els fragments de DNA.

* No ha de contenir gens que puguin tenir efectes virulents sobre la
cel-lula receptora.

« Es important que contingui dos gens que li confereixin resisténcia
a dos antibiotics diferents. Un d’aquests dos gens ha d’incloure en la
seva sequéncia la diana de restriccié. Aquesta condicid és impres-
cindible per a poder identificar, posteriorment, les cél-lules que hagin
incorporat el fragment de DNA.

Per tal de facilitar la uni6 entre el fragment de DNA i el plasmidi convé
gue tots dos hagin estat tallats pel mateix enzim de restriccio:

« Si es tracta d’'un enzim com ara Eco R I, els extrems monocatenaris
que s’obtenen son cohesius, ja que presenten seqiliéncies de nucleo-
tids complementaries.

« Si es tracta d’'un enzim com ara Hae Ill, podem afegir als extrems dels
fragments de DNA un tros de cadena senzilla format per un sol tipus
de nucledtid, mitjancant la transferasa terminal. Als extrems del plas-
midi hi afegirem un fragment format per la repeticié del nucleotid com-
plementari de I'anterior.

""" GGjcc T :‘5 GG

..... CCGG LLCCAAAA
""" GG[cC ~ TTTTCC
..... CCIGG GG .




Els extrems afegits son complementaris entre ells, per la qual cosa ten-
deixen a unir-se.

Independentment de I'enzim de restriccié emprat, un cop s’han produit
les unions corresponents per complementarietat de bases, la DNA li-
gasa segella les discontinuitats entre els diversos fragments.

Introducci6 del DNA recombinant en la cel-lula receptora

A continuaci6 s'incuba el plasmidi obtingut de la recombinacio jun-
tament amb el cultiu de bacteris especificament seleccionats. En les
condicions adequades, el plasmidi s’incorpora a les cel-lules bacte-
rianes.

Identificacio del DNA clonat

Encara que tots els tractaments anteriors es duguin a terme en les
condicions més favorables per a obtenir els resultats esperats, en cada
fase es produeix un percentatge d’errades que afecten tant la unié
entre el plasmidi i el DNA que s’ha de clonar com la incorporacio
del plasmidi a les cel-lules bacterianes. Per aquest motiu, en el cultiu
es troben:

« Ceéllules que han incorporat el plasmidi, el qual, al seu torn, conté el
fragment de DNA que es vol clonar.

« Cellules que han incorporat un plasmidi que no conté el fragment de
DNA.

« Céllules que no han incorporat el plasmidi.

Per tal de poder distingir i seleccionar les colonies bacterianes del pri-
mer grup, s'apliquen tractaments basats en els antibidtics per als quals
el plasmidi conferia resisténcia. El procés és el seglent:

Vellut

Placa de cultiu \
_—
r

Colonies S -

o

Si es tracta de cel-lules grans, es
pot injectar el fragment de DNA
directament al nucli. Si la cél-lula
a la qual s’incorpora és un oocit
fecundat, s’obtindra un indivi-
du transgeénic, és a dir, un in-
dividu que des de les primeres
divisions del desenvolupament
embrionari presenta un gen dife-
rent dels de la seva dotacio ge-
nica original.

Placa calc

Diluint i estenent sobre plaques el medi de cultiu amb els
bacteris, les céel-lules queden prou separades com per-
que, en reproduir-se, cadascuna origini una colonia. Cada
coldnia correspon a un conjunt de cel-lules amb la ma-
teixa dotacio genica.

Per a seguir el procediment d'identificacié necessitem una
placa calc, en la qual hi hagi les mateixes colonies i en
la mateixa posicio.

Per a obtenir la placa calc es diposita un tros de vellut da-
munt la superficie de la placa anterior. D’aquesta mane-
ra, bacteris de les diferents colonies queden adherits a la
superficie del teixit en la mateixa posicio relativa que ocu-
paven.

El tros de vellut es col-loca damunt una altra placa, en
la qual creixeran colonies idéntiques a les originals i
en la mateixa posicio.

A continuacio s’apliquen els antibiotics a una de les plaques, mentre I'al-

tra queda com a testimoni per a identifi

eefvibestio
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Placa en la qual s’han aplicat
els antibiotics

=

3 k.

\

Colonies que han incorporat
el fragment de DNA

c%
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o testimoni

La identificacio del gen de la in-
sulina humana i la seva incorpo-
racid a colonies de bacteris que
es cultiven industrialment han
permes que, des de 1984, es dis-
posi de grans quantitats d’insuli-
na humana per al tractament de
la diabetis.

Pel mateix metode se sintetitzen
altres proteines emprades en me-
dicina, com ara els factors de
coagulacio VIII i IX, 'hnormona
del creixement o els antigens ne-
cessaris per a obtenir diverses
vacunes.

Anomenarem A i B els antibiotics per als quals el plasmidi conferia re-
sisténcia. El gen que codifica la resisténcia enfront de B és el que con-
té la diana de restriccio.

El procés d’identificacio és el seguent:

— S'inclou I'antibiotic A en la placa calc.

Antibiotic A = -

Colonies mortes e

Moriran tots els bacteris que no siguin resistents a aquest anti-
biodtic, és a dir, els que no hagin incorporat el plasmidi. D’aques-
ta manera desapareixen les colonies d’aquest tipus de bacteris.

— S’hi aplica I'antibiotic B.

= Antibidtic B = T

= Coldnies mortes

Lantibiotic destrueix les colonies de cél-lules que no hi sén resis-
tents. Es tracta de les cél-lules que contenen, interrompent la se-
gieéncia del gen per a la resisténcia a I'antibiotic B, el fragment de
DNA clonat.

Encara que la poblacié sigui destruida, la seva posicié queda clara-
ment destacada i, per tant, pot ser identificada en la placa testimoni.

A partir d'aquest moment, es disposa d’una colonia de bacteris que con-
tenen un fragment de DNA procedent d’un altre organisme. En les
condicions adequades s’obindra un gran nombre de copies d’aquest
fragment.

Amb aquest métode es pot fragmentar tot el DNA d’un organisme i in-
cloure’n els fragments en diverses colonies de bacteris, de manera que
cada colonia contingui un fragment del genoma i entre totes les colonies
s’emmagatzemi el genoma complet.

Aixi es constitueixen les genoteques, que permeten d'estudiar el ge-
noma dels organismes identificant els gens que contenen i desxifrant-

ergatectivitat.io



Activitats de sintesi

1. Defineix les seglents activitats enzimatiques: po-

limerasa, exonucleasa, endonucleasa.

. Observa el seglient fragment de DNA:

3' CGGTATCCATCGATGCTGGAACTT &’

Tenint en compte la posicié dels extrems 3'i 5,
consulta el codi genétic.

— Dedueix la seqiiéncia corresponent a la seva
transcripcié en mRNA.

— Dedueix la seqiiéncia d’aminoacids que s’'ob-
tindra a partir de 'mRNA transcrit.

. Tal com vam descriure en el llibre de primer de Bat-
xillerat Biologia I, una mutacio en el DNA altera la
seqiiencia de bases i, per tant, la sequiencia d'a-
minoacids de la proteina corresponent.

Suposa que el fragment de I'activitat 2 pateix una
mutacié d’un sol nucleotid que provoca que la sin-
tesi de proteines s’aturi anticipadament.

— Localitza el punt en que s’ha produit la muta-
cié i proposa quina base s’ha alterat.

. Compara el procés de sintesi de mRNA en un
quadre com el seguent:

Procariotes Eucariotes

Elongacio

Acabament

— Especifica també les modificacions que expe-
rimenta 'mRNA després de la transcripcio.

. Tria i descriu les idees clau que permetin de dis-
tingir clarament la replicacié del DNA de la sinte-
si de proteines.

. Relaciona els enzims que s’especifiquen a conti-
nuacié amb els processos de replicacio, trans-
cripcid i traduccio: helicasa, RNA pol, DNA pol,
ligasa, girasa, aminoacil-tRNA sintetasa.

— Especifica en cada cas la funcié de I'enzim.

. Digues si son vertaderes o falses les afirmacions
seglents:

¢ La histona H3 acosta els nucleosomes entre
ells, per tal d’afavorir 'empaquetament del
DNA.

10.

» En els éssers procariotes, la replicacio, la trans-
cripcid i la traducci6 s’esdevenen en el mateix
compartiment cel-lular.

» La sintesi de DNA es d6na en sentit 5’ — 3'en
la cadena conductora i en sentit invers en la ca-
dena retardada.

» Els encebadors so6n petits fragments de DNA
gue se sintetitzen préviament a la cadena defi-
nitiva.

* Els fragments d'Okazaki tenen una extensio més

gran en les cel-lules procariotes que en les eu-
cariotes.

* La DNA pol | d’E. coli té activitat polimerasa
5 - 3'iexonucleasa 5 - 313 - 5.

 Durant la transcripcio no se sintetitzen enceba-
dors.

 Les seqliencies promotores faciliten la termina-
ci6 de la sintesi de RNA.

* Lacoblament del complex d'iniciacio per a la sin-
tesi de proteines s'inicia amb la unié de la sub-
unitat gran del ribosoma al tRNA.

* Loperd és un mecanisme de regulacio de I'ex-
pressié génica molt freqiient en les cél-lules eu-
cariotes.

— Rectifica les afirmacions falses perque siguin
vertaderes.

. Explica, mitjancant exemples, en que consisteixen

una mutacio puntual per insercio, una delecio cro-
mosomica, una trisomia i una hexaploidia.

. Dissenya un projecte d’enginyeria genética per a

aconseguir la insercid del gen de I'a;-antitripsina,
una proteina que s’utilitza per al tractament de
I'emfisema pulmonar, en una colonia de bacteris
que pugui produir-la de manera industrial. Descriu
detalladament les diverses fases del procés i els
instruments i técniques que utilitzaries.

Suposa que un cientific es troba davant el dile-
ma segilent: un poderoés laboratori d’investiga-
ci6 li proposa de finangar generosament un pro-
jecte perqué es puguin manipular els ovuls i els
espermatozoides, de manera que els pares pu-
guin escollir les caracteristiques fisiques dels
fills, com ara el color dels cabells i de la pell,
l'alcada, etc.

— Justifica, amb raonaments objectius, les posi-
cions a favor i en contra del projecte.

— Compareu els raonaments elaborats per tota la
classe i organitzeu un debat sobre aquest tipus
de manipulacions.
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