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Ingineria genia

Ingineria genig poate fi definii drept ansamblu de metodetehnici prin care este
posibik manipularea materialului genetic la nivel celuliamolecular pentru a aime pe @i
netradiionale prodsi utili omului si genotipuri noi, avand la bazehnologia moleculelor
recombinate (hibride) de ADN.

Ingineria genia se profileaz ca direde stiintifica si tehnologi@ in anii '70. Apatia
ei a fost determinaj in primul rand, de aprofundarea csimtelor de geneticla nivel celular
si molecular, de dezvoltarea cutiotelor privind materialul genetic al organismelor, i

anume:

descoperirea mecanismelor principale de transmitereaformaiei ereditare:
transform@a (A. Avery, C. MacLeod, M. MacCarty, 1944) — prin intermediul
fragmentelor de ADN; sexdua (J. Lederberg, E. Tatum, 1946) — prin
conjugarea bacteriilaii transduda (J. Lederberg, 1952) — cu ajutorul fagilor;

descoperirea structurii moleculei de ADN Watson, F. Crick, 1953);

descoperireai izolarea enzimelor de resttie si legare a fragmentelor de ADN
(H. Smith, 1970);

descoperirea fenomenului transgepinverse a inform@ei genetice de la ARN la
ADN (H. Temin, S. Mizutani, D. Baltimor, 1970);

descoperirea sintezei chimice a genekarKornberg, 1967;H. Khorana, 1970,
1976).

1. Bazele tehnico-materiale ale ingineriei genice

Datoriti cercedrilor de genetig moleculas, a fost posibidl cunoaterea structurii de
profunzime a unor geng genomuri, fapt ce a condus la elaborarea tehmal@DN-ului
recombinasi la transferul de gene peste barierele de specie.

Tehnica recombiirii geneticein vitro include trei etape principale:

1)
2)
3)

extragerea sau sinteza chithe&c ADN-ului din diferite specii;
construirea unei molecule hibride (recombinateAD&;

reintroducerea moleculei recombinate de ADN intreeluk vie pentru
reproducerea expresia ei (fig. 1).

Fig 1. Etapele principale ale ingineriei genice.
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Extragerea ADN-ului se produce utilizandu-se oesde enzime specifice, in primul
rand, cele de resttie, capabile & rupa molecula de ADN in anumite locuri. Enzima de
restrigie extrad din Escherichia colEco RI recunogie urnmitoarea secvea de nucleotide:

G| AATTC
CTTAA1G.

Restrictazele reprezintinstrumentul de baz al ingineriei genice, deoarece au
capacitatea unicde a fia molecula de ADN in anumite sectoare (loci). Rrimastrictaz a
fost oliinuta din bacteriile Haemophillus influenzae serotipul o si se folosea pentru
fragmentarea ADN-ului virusului SV-40 cartarea luiKelly, Smith, 1970).

Nu toate restrictazele se utilizéain ingineria genig, ci doar acele care au
urmatoarele proprieiti:
» pot iia molecula de ADN in fragmente discrete;

* posed o specificitate de aicne inali (taie molecula de ADN intr-o anurit
succesivitate — ,site”-ul de recogiei);

ADN (aceast proprietate nu este caracteristiaturor restrictazelor);
* pot fi izolate relativ gor in stare purdin mediul incubaonal.

La repartiia ADN-ului este implicat ADN-ligaza, care poate lega unele fragmente de
restrigie. Acesteasi alte enzime stau la baza toierii moleculelor recombinate de ADN

(fig.2).

Pentru transferul genelor de la unele organismellaele sunt utiliza vectorii
(moleculele speciale de ADN ce trandfenformaia geneti@ dintr-o celuf in alta)
reprezenta prin plasmide, virusuri, liposomi, ADN mitocondltisi ADN cloroplastic.

Sistemele vectoriale, utilizate pentru transferafoimaiei strine in celulele
(organismele) — gazdtrebuie 8§ corespunda urmatoarelor cerige:

* inofensivitatea vectorului;

« multiplicarea rapid in celula-gazal si lipsa posibiliitilor de multiplicare in
celulele altor organisme;

e prezema unui numr restrans de situri de recogei

* prezema genelor marker pentru selectarea de cloné dugleculele recombinate
de ADN;

* izolarea relativ gpar, clonareai expresia in celulele (organismele)ste.
in calitate de vectori, plasmidele aipétat o tispandire deosehit

Plasmidele repreziatniste molecule inelare de ADN specifice bacteriilote ot
exista autonomsi determird unele caractere ale bacteriilor, cum ar fi. capéea de
conjugare, rezistea la antibiotice, agresivitatea.

Plasmidele necesare pentru transferul de genei¢rebposede un nuan restrans de
regiuni sensibile la aicinea enzimelor de resttie. In acest caz, se poate realiza rupgrea
apoi insetia de ADN exogen n plasmid.

Primul plasmid bacterian, folosit ca vector perttansferul de gene, a fost cel notat
pSC 101, realizat d8. Cohen(1973).
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Fig.2. Okinerea moleculelor recombinate de ADN:
A) — metoda ligazi&, B) — metoda terminal

Ca vector plasmidic, la plante se folgseplasmidul Ti (Tumour inducing) de la
bacteriaAgrobacterium tumefaciengare condioneaz formarea tumorilor pe tulpinile a
numeroase specii de plante dicotiledonate.

A doua tehnig de introducere a unei gene intr-o bacterie fglesea vector un
bacteriofag (fagul leambdal}, al cirui genom (10-50 gene) integréagena sttina. Ea se va
sintetiza intocmai cai celelalte gene ale virusului, da@cesta din urthse va replica in

celula bacterian

Pentru celulele eucariote animale, vectorii virgdire se folosesc sunt, de regul
virusul tumoral SV-4Gi virusul papiloma bovin (BPV). Se cred& eectorii virali vor putea
fi utilizati si la plante.

Un tip particular de vectori reprezintiposomii, picturi foarte mici de lipide produse
artificial, in care pot fi incluse gene, precgndiferite medicamente, enzime etc.

Genomul mitocondriilogi cloroplastelor este similar celui bacterignca urmare, se
crede & el va putea fi utilizat pentru transferul unor géa organismele eucariote.

Celulelor utilizate Tn experimentele ingineriei genle sunt Tnaintate o serie de cegin
care au menirea de a asigura securitatea invastigatiintifice. Conform ,Regulilor despre
molecule recombinate de ADN” celulele-gazckbuie § satisfad urmatoarele cerire:

» capacitatea spoiitde implicare in investigale stiintifice;
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e incapacitatea de sint&a anvelopei protectoare in afara laboratorului;
* capacitatea lirii ADN-ului sau in afara laboratorului;
» imposibilatatea transferului informei ereditare altor organisme;

* imposibilitaea poldrii mediului Tnconjuétor in rezultatul transforamii si/sau
transfediei.

in prezent, de rand cE. coli In calitate de obiecte de studiu (celule ghzde
utilizeaz bacilul fanului Bacillus subtilig, celulele de drojdii, culturile de celude tesuturi
vegetalesi animale, culturile de protopi.

Dupa olxinerea moleculelor recombinate de ADN, ele trelitaesferate in celulele
(organismele) procariote sau eucariote pentru tiomarea lor ulteriodr (replicareasi
transmiterea informeei ereditare).

De menionat @&, in cazul operii cu genele organismelor eucariote, genele
eucariotelor superioare, de regulnu se manifest in celulele procariote, iar genele
eucariotelor inferioare se maniféstoar patial. lata de ce, in aceste experimente se acord
deosebit atenie diregiei transferului de informée ereditai a moleculelor recombinate,
adici: de la celula procaridtin celulele pro- sau eucariageinvers, de la celula eucarioin
eu- sau procariote.

Moleculele recombinate ale procariotelor ftioneaz usor in celulele procariote (in
calitate de repliconi).

Sunt descrisgi cazuri de fungonare a genelor procariotelor in celulele eucatiot

K. Merril si colab. (1971),In. Hors si colab. (1975) au demonstrat posibilitatea
transferului genep-galactozidazei dirkE. coli in fibroblastele umane ale unui bolnav de
galactozimie cu ajutorul faguluh (galactozimia este o bdalautozomial recesid ce
provoaé@ dereglarea metabolismului ca rezultat al lipseizirei 1-D-galactozo-1-
fosfaturidiltransferazei).

Expresia genelor eucariotelor in celulele procaride asemenea, este posililevis
(1976) a transferat gena histidinei drojdiilorEn coli cu ajutorul fagilor. Astzi se olin pe
scat larga produse ale organismelor eucariote in baza bastghormoni, interferoni etc.).

Informaia ereditafi straina (a moleculei recombinate), careitqpnde Tn celula
(organismul) gazil este protejatpe diferite éi:

e metilarea ADN-ului (virusurile);

» transferul moleculei liniare de ADN in foeneirculai (fagull);
* blocarea sistemului de restii@l celulei-gazd (fagul T3);

* adgiunea restrictazelor.

In acelgi timp, celula-gazal si protejeaz informaia ereditai prin diferite
mecanisme:

* adiunea restrictazelor specifice;

* metilarea ADN;

* adiunea veciatitii epigenetice;

* aaiunea nespecifica nucleazelor celulare;

* protegia mecanié prin membranele celulare;

e aaiunea proteinelor histonicg nehistonice;
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e aaiunea interferonului.

2. Realizarile ingineriei genice

Datoritd cercefrilor in tehnologia ADN-ului recombinat, au fosebbrate metode de
transfer de gene in celulele procariote, care iptétiza multe proteine utile. Astfel, a devenit
posibii producereasi chiar comercializarea pe saéafargi a unor hormoni (insulina,
somatostatina, somatotropina), a interferonulpiregaratelor de diagnosticare etc.

a) Obtinerea insulinei umanesi a altor hormoni.
Din 60 de milioane de diabetici, circa 4 milioarecesii un tratament cu insulin

in 1916, E. Sharpy-Schafera descoperit £insulina este secretatle celule care
alcituiesc insulele Langherhans din pancreas, ceeaaaeterminat & numeast hormonul
insulina. In 1921, F. Banting si H. Best la Toronto, au izolat din pancreasul de caine
hormonul insulii, demonstrand sicnea lui antidiabetic In 1923, firma farmaceutc
americad ,Eli Lilly” pune deja in vanzare prima insufiranimaé (in prezent, pentru a obe
circa 100 grame de insufineste nevoie de 800 kg de pancreas de bou (geautadie a unui
pancreas de bou este de 200-250 grame)).

Insulina umaa este alétuita din doui catene polipeptidice Ai B, compuse respectiv
din 21si 30 de aminoacizi, aicor secveti a fost stabilit in 1955 dd-. Sanget

in perioada 1963-1965, trei grupe de ceitoet (americani, germanii chinezi) au
rewit sinteza artificiad a insulinei prin intermediul a 170 de rgachimice, lucru ce dcea
imposibik producerea insulinei pe cale industial

Noile tehnologii industriale de @bere a insulinei umane au fost posibile aded
extragerea genei insulineW( Gillbert si colaboratorii §i, 1980) si crearea moleculelor
recombinate de ADN in baza plasmidelor (fig.3).

-obtincrea genei inaulinei

{din gobolan);
= sindeza AUYN-ubu msufine
pe baia transcriplici inverse;
restriciia
cu Eco RI
gona reglatoare (3

palactozidazei E. coli)
¥ i

ATN- ligaza
tranaformarea (in E. coli)
'
translatia
insulina

Fig.3. Schema glmerii insulinei umane.
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Moleculele recombinate de ADN sunt transferatediibacili (Escherichia col, unde
are loc realizarea informiai genetice codificate in molecula de ADN. Paralelproteinele
specifice bacteriei, se sintetizéag insulina. Pentru a proteja insulina umafea nu este
proprie colibacililorsi este distrus de enzimele bacteriene), in molecula recombidatADN
se ncadredz pe lang gena insulineigi 0 gerd reglatoare care codifico proteira specifica
colibacililor (de exemplu galactozidaza). Ca reaulal manifegirii informatiei genetice a
moleculei recombinate de ADN, setimle o catea polipeptidi@ hibrida, din care mai apoi se
sepaii insulina.

Datorita utilizarii tehnologiei ADN-ului recombinat, se ob aproximativ 200 grame
de insuliri de pe 1 mde mediu de cultér adici tot atata cat se poate extrage din aproape
1600 kg de pancreas de bou sau porc.

Probele clinice efectuate cu insulina umaorodud prin tehnici de inginerie geriic
au demonstratacea nu are efecte secundareca poate fi comercializat adia folosita la
tratarea bolnavilor de diabet (din 1982 in SUA, 883 in Marea Britanie).

Un hormon de mare importgbiologici este hormonul de giere sau somatotropina
(HGH — Human Growth Hormone), secretat de lobuleaot al hipofizei. Molecula
hormonului cuprinde 191 de aminoacizi. Abgetui provoad nanismul hipofizar, ce are o
frecvena de 7-100 per milion de persoane. Tratamentul cestabormon se realizeaz
incepand cu varsta de 4-5 anpani la puberitate, in doze de minimum 6 mg petsnari
per persoah Somatrotopina este un hormon cu o spegiédaalé si nu poate fi utilizat de la
animale. Din hipofiza unui cadavru se extrag doa® #g de hormon, heteroges
impurificat. lat de ce, producerea acestui hormon prin tehnichgmeérie genig prezint un
interes deosebit.

Sinteza acestui hormon pe cale artifitiata inceput cu producerea de ADNc (ADN-
ul copie) cu ajutorul revers-transcriptazei, avéadmatrice ARNm din hipofize (transctig
inversi). Acesta a fost clonat, apadiiat cu enzime de resttie pentru obinerea secveagi
nucleotidice corespugitbare somatotropinei, cu exg¢gpfragmentului ce determirprimii 23
de aminoacizi. Fragmentul in cauzra clonat separat, ca rezultat al unei sinteeicé, apoi
cele dod segmente unite, la ele seaadh segmente reglatoarg pe baza plasmidelor se
obtine plasmidiul recombinat cu gena HGH (a somatateip Colibacilii, primind acest
plasmid recombinat, sintetizau somatotropina (lard de mediu de cultdrse obine 2,0-2,5
mg somatotropii).

in prezent, cu ajutorul bacteriilor recombinate tsofinuti si alti hormoni, de
exemplu, thimopoietina ce come 49 de aminoacizi este secretatde timus.

in ce private hormonii cu molecule mai mici (sub 20 de aminzijiceste preferabil
sinteza lor pe cale chimndic

b) Obtinerea interferonilor.

Interferonii sunt prodyl de celule specializate pentru lupta impotrivaaifior virale.
Ei au fost descoperiin 1957 deF. Isaacssi I. Lindenmann la Institutul Naional de
Cerceiiri Medicale de lang Londra. Interferonii repreziatniste substare proteice (din 146-
166 de aminoacizigi sunt prodgi in cantititi infime de celula animalsau uma#, cand un
virus patrunde in organism.

Existi mai multe tipuri de interferoni: interferonul leagtar (@), interferonul
fibroblastelor B) si interferonul limfocitelor T sau interferonul imup).

Ei pot fi olainuti prin tehnici clasice (din celulele sanguigiedin fibroblaste)si prin
tehnici de recombinare geaic

Pentru a otine interferon din celulele sanguine sau din filtestele cultivate, acestea
sunt infectate cu un virus, iar du@4 de ore prin centrifugarg purificare se izoleazdin
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mediul de cultut. Dintr-un litru de sange se poate extrageap@nl mkg (10 grame) de
interferon.

in 1980, savatii americaniw. Gilbert si C. Weissmannsi japonezulT. Taniguki au
produs interferonul uman cu ajutorul unor colibiamil genomul modificat.

Celulele deE. colinu pot transforma predecesorul interferonulunterferon activ, de
aceea, inial, complexul de ADN, format dintr-o regiune nuafielica reglatoarssi o regiune
ce determia structura interferonului, este supugiaai enzimelor de restriee, care taie
molecula de ADN aproximativ la frontiera acestoudl@atene (genei interferonului nu-i
ajunge un triplet ATG). Codonul omis (ATG) esteaateprin sinte chimici.

Gena interferonului se incadrédm continuare intr-un plasmid, care se trarisiekE.
coli. Astfel, colibacilii sintetizeax interferonul uman. Dintr-un litru de suspensieElecoli
(circa 10 celule) se pot extrage pafa 5 mg de interferon (adiale 5000 de ori mai mult
decéat din 1 litru de sénge).

Tehnicile de inginerie gerigermit obinerea preparatelor hibride de interferon cu un
spectru larg de @cne.

c) Transferul de gene in celulele vegetagganimale.

Tehnicile de recombinare genétigermit transferul genelor importante in celuled¢e d
plantesi animale, iar in rezultat se b plantesi animale transgenice. Pentru transferul de
gene la plante sunt utilizate bacteri#igrobacterium tumerfacienglescoperite in 1907 de
Smith si C. Townsend, care provoatc formarea unor tumori cancerogene (crown gall) pe
tulpinile unor plante (la speciile din 93 de faimile dicotiledonate).

Plasmidul Ti (tumor inducing) descoperit Aatumefaciencauzea tumori la plante
prin transferul unui segment de ADN (ADN-T) din gitaid n celulele vegetale.

Strategia pentru transferul genelor cu ajutorulspli@ului Ti Tn celula vegetal
include:

* introducerea segmentului de ADN-T intr-un plasmadedcoli;

» introducerea in plasmidul format a genei necegaaegenei marker (gena pentru
rezistema la canamicia);

* introducerea plasmidului recombinatAgrobacterium tumerfaciens
* infectia cuA.tumerfaciens plantelor respective;
» selectarea plantelor transformate (fig.4).

Pentru realizarea transferului de gene in celuigetad este utilizat metoda culturilor
de celulssi tesuturi invitro.

Firma americal ,Monsanto” comercializedzdeja plante transgenice (transformate)
de cartof, rezistente la gandacul de Colorado.

O realizare remarcahiin domeniul transferului de gene in celula aninmatonstituie
soarecii transgenici. Gena hormonului destgee de lasobolan a fost transfegatprin
microinjegii in cele dod nuclee ale ovulului proaspfecundat de lgoarece (in fiecare
nucleu cate circa 600 copii ale genei hormonulwrdgere).

Ovulele fecundate (170) au fost implantate in oeidu unei femele-receptor. in
consecim, s-au olinut 21 desoricei. La 6 dintre ei s-a constatat o cantitatériti a
hormonului de crgere (de 100-800 de ori). Agesoricei aveau o0 citere mult mai rapidlsi
prezentau gredti corporale superioare animalelor-martor.
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Fig.4. Transferul de gene cu ajutorul plasmiduluii celula vegetai.



