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Manipulacio genetica de bacteris i Ilevats

Les tecniques de manipulacio genetica permeten de reordenar la informacio genetica

d'una manera molt mes amplia que els metodes classics basats en els mecanismes na-

turals d'intercanvi de la informacio genetica. D'aquesta manera, la denominada ,tecnologia

del DNA recombinant- permet d'obtenir noves combinacions de ,gens» o d'alterar la

informacio preexistent, amb varies implicacions: I) ampliacio del coneixement basic dels

mecanismes d'expressio ,gbnica» i la seva regulacio, i 11) utilitzacio de les noves molecules

recombinants en camps d'aplicacio per a I'home (industria farmaceutica i alimenticia, agri-

cultura, sanitat i altres) quan les noves molecules doten les cel•lules que les posseeixen

dunes propietats que milloren les preexistents (Old i Primrose, 1985).

Eines utilitzades en la tecnologia del DNA recombinant

La possibilitat de manipulacio de DNA a voluntat es va obrir quan a comengament dels
anys 70 es va descobrir que tota una serie de microorganismes (eubacteris i cianobacteris
principalment) produien de manera natural uns denominats enzims de restriccio que re-
coneixen sequencies uniques de quatre a sis «nucleotids» tallant el DNA a eixe nivell
(Winnacker, 1987). Encara que no tots els enzims de restriccio posseeixen una especifica-
cio tan estricta, son aquestes (denominades de la classe II) les que tenen aplicacio en
enginyeria genetica. Amb elles una molecula de DNA sera tallada per terme mitja una
vegada cada alguns cents o milers de parells de bases. A mes, en molts casos, i com a
resultat del tipus de digestio (vegeu Figura 1), els enzims de restriccio generen als extrems

dels fragments de DNA resultants sequencies curtes de dos a quatre nucleotids de cadena

simple; aquests ,extrems cohesius» es podran aparellar amb els complementaris resul-

tants de la digestio d'altres molecules de DNA amb el mateix enzim de restriccio o amb un
altre que tinga la mateixa segiencia de reconeixement, cosa que obra la possibilitat de
construir (despres que una Iligassa tanque les mosses de la molecula recombinant) mo-
lecules hibrides de DNA.
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Les molecules recombinants generades in vitro han d'esser introduiides en un organis-
me en el qual es multipliquen. Per aquest proces d'amplificacio s'acostuma fer us de
bacteris com Escherichia coli, donada la seva facilitat de maneig i els amplis coneixements
que es tenen de la seva fisiologia i genetica (Watson et al., 1987). Per aixo, cal utilitzar
vectors de clonacio en els quals inserir el DNA forani perque aquest es replegue com a part
de la molecula hibrida i asseguri la seva amplificacio. El vector de clonacio haura de posseir
una sequencia de bases («origen de replicacio») que siga reconeguda per un complex
replicador en el microorganisme hoste i, aixi, multiplicar-se i passar a les cel•lules filles.
Idealment, el vector de clonacio (i les molecules resultants de la seva manipulacio genetica)
han de trobar-se en un nombre de copies ales cel•lules i posseir algun marcador genetic
que permeta de diferenciar les cel•lules que el posseeixen de les que no el tenen; en la
practica, en E. coli s'empren vectors de tipus plasmidic (com pBR322, plasmid de 4363
parelles de bases, que confereix resistencia a ampicil•lina i tetraciclina) o fagic (com lambda
i els seus derivats).

Digestio del vector
amb I'enzim X

0

Fragment de DNA)
d'altra procedencia
generat amb

I'enzim X

Generacid de

molecules
recombinants

Transformacio de
I' hostatjador

Figura 1. Proces de clonatge d'un fragment de DNA en un plasmid vector,

100



Els vectors de clonacio que poden replicar-se a mes d'un organisme (perque posse-
eixen, al menys, un origen de replicacio per cada hoste) s'anomenen vectors llangadora, i
ofereixen obviament versatilitat pel fet de poder introduir-se i mantenir-se a diferents hos-
tes.

Les molecules manipulades en el tub d'assaig han d'esser introdu'ides a I'hoste en el
qual s'han de replicar. Aixo justifica la necessitat de sistemes de transformacio o introduc-
cio del DNA recombinant a la cel•lula. Es coneixia d'un temps enga que una serie de
bacteris (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Bacillus subtilis entre
d'altres) tenen capacitat per acceptar DNA nu en determinats estadis del seu cicle de
desenvolupament poblacional; tanmateix, I'eficacia del proces era baixa i no sempre les
esmentades especies bacterianes eren utils com a hostes del DNA recombinant. El 1970
es va descobrir que cel-lules intactes de E. coli, en presencia d'altes concentracions de
Ca' 1, transformades amb molta eficiencia, mitjangant DNA circular amb capacitat d'auto-
replicar-se corn son els plasmids o ags, observacio que es va fer extensiva a molts altres
bacteris. Posteriorment s'ha vist que els Ilevats tambe poden esser transformats en la seva
forma cellular intacta (en presencia de Li+) o despres d'eliminar la paret cellular (en
presencia de Ca' . ).

Clonacio de bacteris

Com s'ha dit aces, E. coli es I'hoste mes sovint usat en enginyeria genetica. A partir del
plasmid pBR322 s'han desenvolupat una serie de vectors utilitzables en E. coli que faciliten
el clonatge de gens en aquesta especie. Cal esmentar-ne la serie pUC (YanischPerron et
al., 1985) (Figura 2). Aquests plasmids posseeixen el gen lac Z' que codifica el fragment
aminoterminal de 146 aminoacids de la beta galactosidasa; quan s'introdueixen en soques
d'E. coli que sintetitzen beta galactosidasa inactiva per tenir manca dels 14 aminoacids de
I'extrem aminoterminal, la complementacio entre amdos fragments fa que el bacteri posse-
eixca un enzim funcional capaq d'hidrolitzar determinats substrats cromogenics. Els trans-
formants amb plasmids pUC intactes formaran, aixi, colonies blaves. D'altra banda, una
regio entre el promotor i l'operador del gen lac Z' i l'inici d'aquest aporta una serie de punts
unics de reconeixement i tall per diversos enzims de restriccio; la insercio de DNA foram en
algun d'aquests punts es facilment detectable, perque, en eliminar-se la funcionalitat del
gen lac Z', les colonies transformants que hi resulten seran incolores.

La serie de vectors pUC es util per al subclonatge i amplificacio del DNA clonat en E.
coli, pero en la majoria de casos no permet I'expressio dels gens clonats quan aquests
provenen d'un organisme distint d'E. coli (a major distancia evolutiva entre dues especies,
mes difereixen els senyals de transcripcio i traduccio de la informacio genetica, i mes dificil
sera que aquests senyals siguen reconeguts eficientment en ('organisme heteroleg). En
aqueix cas cal I'us de vectors d'expressio, en els quals el gen a expressar es col•loca sota
el control de senyals (promotor i Iloc d'unio de (ribosomes,,) de I'hoste. El resultat, molt
sovint, es la formacio de proteines hibrides que contenen la regio aminoterminal d'un
polipeptid d'E. coli (per exemple, la propia beta galactosidasa) fusionada en fase amb la
proteina heterologa. Es coneixen vectors d'expressio tant plasmidics com fagics, alguns
dells molt sofisticats (Winnacker, 1987).

Vectors com els indicats fins aqui posseeixen una limitacio important: sols permeten la
clonacio en ells de fragments de DNA de fins a uns 10 kiloparells de bases. Aquesta
limitacio pot esser greu quan d'allo que es tracta es de clonar tota una serie de fragments
que, en conjunt, cobrisquen el genoma sencer d'un organisme superior, es a dir, quan es
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desitja construir una genoteca d'aquest organisme. Per a aixo interessa que els fragments
siguen de mes grandaria i que es pugui fer us de cosmids com a vectors de clonacio
(Collins i Hohn 1979), els quals accepten inserts de fins a cinquanta mil parells de bases.
Es tracta de plasmids que contenen els dos extrems («Ilocs cos') de la molecula lineal de

DNA del fag, de forma que qualsevol tros de DNA entre uns quaranta i cinquanta mil parells
de bases inserits entre amdos Ilocs cos podra esser empaquetat in vitro en particules
fagiques infectives.

Actualment es disposa tambe de vectors plasmidics i fagics per a la clonacio de gens en
bacteris grampositius com Bacillus (Kreft i Hughes, 1982), actinomicets (Fayerman, 1986) i
corinebacteris (Batt et al., 1985) la qual cosa obri la possibilitat no sols d'utilitzar aquests
organismes per a I'expressio de proteines heterologues, sino tambe de coneixer amb detail
la biologia molecular de processos desenvolupats pels citats bacteris com son I'esporoge-
nesi, la sintesi d'antibiotics i la produccio i excrecio d'aminoacids.
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Figura 2. Estructura dels plasmids pUC. Es descriu, amb detail, la regio de tails multiples per enzims
de restriccid present en pUC18.

Clonatge de Ilevats

El Ilevat Saccharomyces cerevisiae presenta diversos punts d'interes que fan que puga

esser utilitzat com a microorganisme eucariota model per a I'estudi de processos biologics

que serien mes dificils d'analitzar en eucariotes superiors: I) posseeix un cicle de vida

simple i una quantitat de DNA que, en cel•lules haploides, es sols tres vegades i mitja la d'E.

coli; II) es facil de fer creixer en condicions de laboratori, ja que es coneix amb bastant

detail la seva fisiologia; III) les tecniques de genetica classica han permes d'elaborar ma-

pes genetics detallats, i es disposa de gran nombre de mutants auxotrofs i d'altres tipus; IV)

els processos basics d'expressio genica i modificacio posttraduccional dels productes de

I'expressio son similars als existents en eucariotes superiors. Aixo ha fet que Watson et al.

(1987) haja pogut afirmar que «S. cerevisiae es I'E. coli de les cel•lules eucariotes»; es

compren doncs, l'interes que to el clonatge de gens en aquest organisme.
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Es disposa de tecniques eficaces de transformacio de DNA plasmidic en Ilevats, aixi
com de diversos tipus de vectors que faciliten la manipulacio a voluntat de la informacio
genetica (Struhl, 1983). La majoria de vectors utilitzats en Ilevats (Figura 3) son del tipus
Ilangadora, i es poden multiplicar i seleccionar tambe en E. coli gracies a sequencies
normalment derivades de pBR322.

Integratius YI p

Episomics YEp

Replicatius YRp

Centromerics YCp

M i n i cro moso mes
lineals

ARS

ARS
CEN•• •,

'^,

ARS CEN X
O-Cmmm^^^

Figura 3. Tipus de vectors de clonacid en Saccharomyces cerevisiae. Simbols: simbol : ADN de E.
coli (per eix. pBR322); simbol : DNA del cercle de 2 u; simbol : marcador genetic de S. cerevisiae,
simbol : ARS (sequencia de replicacib autbnoma, simbol : CEN (centromer provinent d'un cromoso-

ma de S, cerevisiae); simbol : regio telomerica funcional a s. cerevisiae.

Els primers vectors desenvolupats devers 1978, anomenats integratius (Ylp), contenien
una sequencia de DNA de Ilevat portadora d'un marcador genetic expressable en S. ce-
revisiae, perb que era incapa^ de mantenir-se autbnomament en aquesta especie; I'tinica
possibilitat d'obtenir transformants (aixo si, molt estables) era per integracio cromosdmica
gracies a un proces de recombinacio hombloga entre la sequencia plasmidica i la correspo-
nent d'un cromosoma. Aquesta limitacio fa que els vectors integratius donen frequencies
molt baixes de transformants. S'obtenen frequencies mes altes amb els vectors episomics
(YEp); aquests posseeixen sequencies del cercle de 2 micrometres (plasmid d'existencia
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autonoma al nucli de moltes soques de S. cerevisiae), cosa que assegura la presencia del

vector episomic en un alt nombre de copies: de 50 a 100 per dotacio haploide. Tanmateix,

I'estabilitat dels transformants obtinguts amb els vectors YEp es menor que amb els vectors

Ylp, segregant-se constantment algunes cel-lules mancades d'ells. Altre tipus de vectors

son els YRp, que posseeixen regions ARS («sequencies de replicacio autonoma») d'origen

cromosomic de S. cerevisiae que garanteixen la seua multiplicacio autonoma al nucli del

Ilevat, adhuc en menor nombre de copies per cel•lula que amb el vector YEp. Encara que

s'hi obtenen frequencies molt altes de transformants, els vectors YRp son, per contra, molt

inestables, segregant-se frequentment cel•lules mancades dells. Mes resentment s'han

desenvolupat vectors denominants centromerics (YCp), que asseguren una alta estabilitat

mitotica pel fet que es repliquen autonomament, gracies a posseir centromers provinents

de cromosomes de S. cerevisiae. A partir d'aquests s'han desenvolupat minicromosomes

lineals (amb una Ilargaria d'entre 102 i 103 kiloparells de bases), encara mes estables, que

posseeixen regions telomeriques tambe d'origen cromosomic als seus dos extrems.

Els plasmids autonoms posseeixen I'avantatge del seu facil aillament respecte del DNA
cromosomic, amb vistes a la seua manipulacio in vitro o la seua reintroduccio a un altre
organisme. Amb tot i aixo, en soques industrials por esser preferible la integracio cromoso-
mica de les sequencies plasmidiques, fins i tot a costa de la baixa eficiencia del proses de
transformacio, perque aixo assegura I'estabilitat definitiva de les noves sequencies intro-
du"ides.

La versatilitat dels vectors de clonacio per a S. cerevisiae abans descrits permet I'us de

tecniques de genetica molecular per a I'estudi de processos fisiolbgics basics com el

control de la conjugacio sexual (Abraham et. al., 1984), la secrecib de proteines (Schek-

man, 1985) o la regulacio positiva i negativa de I'expressio genetica (Stanway et al., 1987).

Aixi veiem com la tecnologia del DNA recombinant desenvolupada a S. cerevisiae, donada

la facilitat de maneig d'aquest organisme, reverteix cap a un millor coneixement d'aquest.

Expressio de proteines heterblogues a microorganismes

La biotecnologia es I'explotacio industrial de sistemes o processos biologics, activitat en
la qual conflueixen una varietat d'arees cientifiques i tecnologiques (Higgins et al., 1985).
Una d'aquestes es la genetica: des de fa anys, les tecniques genetiques classiques s'han
anat utilitzant per a millorar soques microbianes utils a la industria (produccio d'antibiotics i
altres molecules organiques, tansformacio d'aliments i begudes, etc.).

El desenvolupament de la tecnologia del DNA recombinant bacteris i Ilevats ha obert la
porta d'un control mes fi dels canvis genetics introduits a les soques i, allo que tal vegada
es mes important, permet que els microorganismes sintetitzen substancies utils per a
('home, les quals originalment eren produides en d'altres essers virus amb I'avantatge obvi
que s'obtenen aquestes substancies en major quantitat i a cost mes baix.
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Inicialment es va fer us, amb exit, d'E. coli com a organisme hoste per I'expressio de

proteines heterologues (Old i Primrose, 1985). Cal citar el cas de la somatostatina i insulina

humana, els Bens de les quals es varen sintetitzar quimicament i despres es varen clonar, i

s'expressaren en E. coli ja el 1977 i el 1979, respectivament. Tanmateix, aquestes molecu-

les concretes son hormones peptidiques de petita Ilargaria que no tenen molecules glicidi-

ques. Els problemes amb I'us d'E coli sorgeixen quan s'intenten expressar molecules

heterologues de mes grandaria i, en molts casos, de naturalesa glicoproteica. Aquests

problemes son de diversos tipus:

I) E. coli no es un organisme amb una alta capacitat secretora, a mes de no reconeixer
eficientment les sequencies dintre de la cadena polipeptidica que han d'interaccionar
amb la maquinaria secretora de la cel•lula i que estan presents a la majoria de proteines
de secrecio d'eucariotes superiors. Apo fa que moltes proteines heterologues formades
a partir de vectors d'expressio d'E. coli s'acumulen en altes concentracions al citoplas-
ma, i arribin a cristal•litzar. Aixb pot esser un avantatge pel que fa a la puresa de les
proteines constituents dels cristalls, pero n'alenteix i encareix el proces de recuperacio a
partir dels cultius bacterians a escala industrial.

II) E. coli no es capag de glicosilar les proteines, cosa que podria afectar I'eficacia biologica

(per canvis a I'antigenicitat, menor estabilitat, etc.) de les molecules originalment glico-

proteiques sintetitzades en aquest sistema i destinades a us farmacologic; per exemple,

I'interfero, antigens virics usats com a vaccins, etc.

Aquests problemes es resolen amb I'us de vectors de secrecio de S. cerevisiae, es a

dir, vectors que permeten no sols la insercio i expressio de gens de proteines heterologues

en el Ilevat, sing tambe la seva secrecio al medi de cultiu. Per aixb s'usen les sequencies

aminoterminals (peptid senyal) de proteines de secrecio propies de Ilevat, com la invertasa

o el factor sexual. Aquest peptid senyal, fusionat en fase amb el polipeptid heteroleg, es
I'encarregat de la interaccio inicial de la proteina hibrida naixent amb el reticle endoplasmic;

el peptid senyal es processat i eliminat, i la proteina madura es transportada a traves de la

ruta secretora convencional (complex de Golgi i vesicules secretores) fins a I'espai extra-

citoplasmatic. Al mateix temps, aquesta proteina es glicosilada utilitzant les propies glicosi-
lases de S. cerevisiae en cas que el polipeptid posseeixca les sequencies diana adequa-

des, que son les mateixes en eucariotes inferiors i en mamifers. Aixi s'assegura la similitud

(no sempre la igualtat) entre el producte natural i l'obtingut per enginyeria genetica.
El Quadre 1 indica una Ilista no exhaustiva de proteines de mamifer que son expres-

sades en S. cerevisiae mitjangant vectors d'aquest tipus (Kingsman et al., 1987).
No obstant aixo, els Ilevats no son el vehicle idoni per a I'alliberament de proteines,

donada la seva baixa capacitat secretora, cosa que fa que les vesicules membranoses
implicades en el proces d'exportacio resten facilment saturades quan les proteines es
sintetitzen a alts nivells.

Els fongs filamentosos posseixen, a mes dels avantatges inherents a S. cerevisiae ja
citats, una capacitat secretora natural forga mes gran. La genetica molecular d'especies
com Aspergillus nidulans ja es bastant coneguda i s'han construct diversos vectors de
clonacio en aquesta especie (Cullen i Leong, 1986) que la converteixen en una «tercera

generacio» de microorganismes hostatjadors per a la sintesi i secrecio de proteines fo-
ranes.
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QUADRE 1 . Algunes proteines de mamifers expressades en Saccharomyces cerevisiae mitjancant la

tecnologia del DNA recombinant.

Factors reguladors del metabolisme

Insulina

ji- endorfina

Hormona del creixement

Factor del creixement epidermic

Activador del plasminogen de teixits

Factor del creixement I del tipus de la insulina

Factor del creixement II del tipus de la insulina

Factor natriuretic atrial

Limfoquines

Interferons cY, 11, y

Interrleucines 1 i 2

Enzims

Quimosina

Carboxipeptidasa

Lisozima

Antigens virics

Antigen de superficie del virus de ('hepatitis B
Hemoaglutinina del virus de la grip

Altres

a, antitripsina

Receptor de I'acetilcolina

Albiimina de serum hums
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